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(57) Abstract: The invention relates to in vitro diagnosis of heart failure. More specifically, the invention relates to specific anti- 
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Anticorps specifiques pour le diagnostic de 1'insufRsance cardiaque 

L'invention conceme le domaine du diagnostic in vitro de Pinsuffisance 
cardiaque ventriculaire. 

L'insuffisance cardiaque (Congestive heart failure) est un syndrome 
clinique frequent, en particulier chez les personnes agees. II se presente 
habituellement sous la forme d'un declenchement insidieux de symptomes 
non-specifiques tels que la toux a ('effort, la fatigue, et ['apparition d'cedemes 
peripheriques. Le diagnostic repose classiquement sur Petude de divers 
parametres tels que les signes cliniques (classes en 4 stades: stades I a IV de 
la NYHA (c'est-a-dire de I'Association de Cardiologie de New York), 
I'echocardiographie, )a scintigraphie, le test d'effort, etc.. 

En raison de !a gravite de la maladie cardiaque et, aussi, des couts 
eieves de sa prise en charge, un diagnostic precoce de ce syndrome est, 
evidemment, tres hautement souhaitable: il contribuerait a eviter la 
progression rapide du syndrome vers l'insuffisance cardiaque severe. Identifier 
les personnes a risque d'insuffisance cardiaque est done une necessite. Cela 
permettrait aussi d'adapter un suivi therapeutique plus rapide, plus facile et 
moins coGteux. Malheureusement, if n'existe pas de methode diagnostique de 
l'insuffisance cardiaque totalement satisfaisante et totalement informative. 

On a recherche depuis longtemps des marqueurs presymptomatiques 
predictifs de Pinsuffisance cardiaque. A cet egard, on a mis en evidence le fait 
que les cardiomyocytes fabriquent et secretent des peptides a activite 
natriuretique : un peptide d'origine auriculaire, I'ANP (Atrial Natriuretic Peptide) 
decouvert chez le rat par de Bold et ai. Life Science 1981, vol. 28(1) : 89-94, et 
un peptide natriuretique d'origine aurloulo-ventriculaire denomme BNP (Brain 
Natriuretic Peptide) decouvert par Sudoh et al., Nature 1988, vol. 332 : 78-81 
chez le pore, puis ensuite chez i'homme. 

Le precurseur du BNP est le preproBNP(1-134), forme de stockage de 
la molecule a I'interieur des cardiomyocytes. Celui-ci est dive pour liberer un 
peptide signal et le proBNP(1-108). Le proBNP(1-108) consiste en un 
polypeptide de 108 acides amines, de sequence: 
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H^LGSPGSASDLETSGLQEQRNHLQGKLSELQVEQTSLEPLQESPRPTGV 
WKSREVATEGIRGHRKMVLYTLRAPR 76 S 77 PK1V1VQGSGCFGRKMDR!SSSSG 
LGCKVLRRH 10S (SEQ ID N° 1). II est dive, avant et/ou pendant sa secretion, 
entre les acides amines Arg 76 et Ser 77 en, d'une part, le BNP, encore designe 
BNP(77-108) ou BNP-32, voire BNP(1-32), et la partie N-terminaie de la 
prohormone, le BNP(1-76), encore designe fragment N-terminal du proBNP ou 
NT-proBNP, 

Le BNP ou BNP(77-108), forme vasofactive de la molecule, consiste en un 
peptide de 32 acides amines, de sequence : 
S 77 PKMVQGSGCFGRKMDRISSSSGLGCKVLRRH 108 (SEQ ID N° 2). 
Le NT-proBNP ou BNP(1-76) consiste en les 76 acides amines N-terminaux du 
proBNP(1-108) constituant la sequence suivante : 

H^LGSPGSASDLETSGLQEQRNHLQGKLSELQVEQTSLEPLQESPRPTGV 
WKSREVATEG1RGHRKMVLYTLRAPR 76 (SEQ ID N° 3). 

Le taux plasmatique de BNP hormonal, le BNP(77-108), est eleve chez 
les patients presentant une dystrophie ventriculaire. On a d'ailleurs decrit des 
dosages piasmatiques du BNP(77-108) I'utiiisant comme marqueur predictif de 
I'insuffisance cardiaque ventriculaire. Cependant, il est bien connu que 
rhormone BNP(77-108) est peu stable, il en resulte que son dosage necessite 
des precautions particulieres (Davidson, N. C. etal. Circulation 1995; 91:1276) 
(Gobinet-Georges et al. Clin. Chem. Lab. Med. 2000; 38:519-23), De plus, la 
demi-vie du BNP tres courte et sa concentration plasmatique est peu elevee. II 
en resulte qu'un certain nombre de reponses faussement negatives sont 
observees chez des sujets a risque d'insuffisance cardiaque. Ainsi, le dosage 
du BNP{77-108) ne permet pas de discriminer correctement les patients en 
stade I de la classification NYHA, des sujets sains (Clerico A, et al, J. 
Endocrinol. Invest. 1998; 21:170-9) (De! Ry S. et al. Scand. J. Clin. Lab. Invest. 
2000; 60:81-90). 

Pour contourner cette dffficulte, la demande de brevet WO 93/24531 
decrit une methode de diagnostic in vitro de I'insuffisance cardiaque reposant 
sur la detection du BNP(1-76) (fragment N-terminal du proBNP), un compose 
abondant et qui a une longue demi-vie en comparaison de ceile de I'hormone 
BNP(77-108). Toutefois, la methode decrite dans la demande WO 93/24531 
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ne paraTt pas simple a mettre en oeuvre sur le BNP(1-76) en echantilfons 
sanguins. En effet, les seuls exemples montres sont realises, non sur des 
serums reels, mais sur des gammes etalons obtenues a I'aide d'un peptide 
synthetique, le peptide BNP(47-64), sous-sequence du BNP(1-76). Pour pallier 
cet inconvenient, un systeme automatise hautement sophistique s'est avere, 
depuis, necessaire. 

L'articie Hunt et al. Biochemical and Biophysical Research 
Communications, vol, 214(3), 1995, pp. 1175-1183 decrit un dosage RiA de 
type competitif du BNP(1-76) sur plasmas de patients souffrant d'insuffisance 
cardiaque, faisant intervenir un antiserum dirige contre le fragment N-termina! 
du proBNP(1-13). L'articie montre precisement que, chez des insuffisants 
cardiaques, le taux de BNP(1-76), tres blen correle a celui du BNP<77-108), est 
considerablement eleve par rapport au taux observe chez des sujets temoins. 
Cependant, te protocole decrit pour extraire specifiquement le seul BNP(1-76) 
plasmatique est complexe, puisqu'il necessite une extraction du plasma sur 
cartouche Sep-pak C18™ (Millipore-Waters), suivie d'une chromatographie 
HPLC. Par ailleurs, cet article souligne que, dans le dosage RiA ainsi mis en 
oeuvre, le proBNP(1-108) ne paraTt pas reconnu. II suggere plutot que le 
proBNP(1-108) pourrait Stre secrete dans la circulation a partir du tissu 
cardiaque mais serait ensuite rapidement degrade en un peptide plus petit, par 
clivage des acides N-terminaux. Ou encore, selon ['article, le proBNP(1-108) 
serait presente d'une fagon telle que i'antiserum anti proBNP(1-108) serait 
incapable de se lier a lui. Enfin, les auteurs suggerent que le BNP(1-76} 
(fragment N-terminal du proBNP) pourrait meme §tre un marqueur plus 
specifique du dysfonctionnement cardiaque que le BNP(77-108) ou que le 
fragment N-terminal du proANP. 

L'articie Karl et al. (Scand. J. Clin. Lab. Invest. 1999 ; 59(suppl 
230) : 177-181) decrit une methode de detection du BNP(1-76) simiiaire a 
celle de ia demande de brevet W093/24531 , mais i! ne fournit aucun resultat 
obtenu sur echantillons de patients. 

L'articie Schulz et al. Scand. J. Clin. Lab. Invest, 2001, vol. 61, 
pp. 33-42, decrit egaiement un dosage radioimmunologique specifique du 
BNP(1-76) (fragment N-terminal du proBNP), sans extraction, a Taide d'un 
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antiserum dirige centre les acides amines 1-21 de ce fragment. Les auteurs 
confirment I'interet du dosage du BNP(1-76) en diagnostic de I'insuffisance 
cardiaque ventriculaire ainsi que sa bonne correlation avec le dosage du 
BNP(77-108). Lors d'une etude des differentes formes circulantes du 
proBNP(1-108), ils avancent I'hypothese que le proBNP(1-108) circulerait dans 
le sang, a la fois sous forme de prohormone intacte et de produits de clivage, 
BNP(1-76) (fragment N-terminal du proBNP) et BNP(77-108). Cependant rien 
n'est dit ou suggere dans ['article concernant une eventuelle activite 
physiologique du proBNP(1-108) ou un interet diagnostique queiconque du 
proBNP(1-108) en tant que marqueur predictif ou diagnostique de 
i'insuffisance cardiaque ventriculaire. 

L'article Shimizu et a!. Clintca Chimica Acta, 2002, vol. 316, pp. 
129-135, presente une etude sur la degradation du BNP humain dans le sang 
et les formes moleculaires circulantes de BNP immunoreactif dans le plasma 
d'insuffisants cardiaques. II obsen/e dans le plasma de ces derniers la 
presence de deux formes de BNP immunoreactif: un BNP de haut poids 
moleculaire (de 36 KD, qui pourrait corresponds a un trimere du proBNP(1- 
108)) et un BNP de bas poids moleculaire. Ce dernier correspond a ia 
presence simultanee d'une forme de produit de degradation du BNP-32 ayant 
perdu la serine et la proline N-terminales (e'est la des-SerPro-BNP (BNP3-32)) 
de la forme hormonale du BNP-32 (ici appelee BNP(1-32)). Le proBNP(1-108) 
et le BNP hormonal (BNP-32, BNP(1-32) ou encore BNP(77-108)) sont done 
secretes par le coeur dans le sang. Neanmoins, les auteurs sembient suggerer 
que le proBNP(1-108) sous sa forme oligomertsee (trimere) est present en 
concentration proche de celie du BNP(77-108) circulant, mais ils ne la 
mesurent pas. Par voie de consequence, la correlation de la concentration du 
proBNP(1-108) avec I'etat clinique des patients n'est pas etudiee. I! s'ensuit 
que I'interet diagnostique ou pronostique du proBNP(1-108) serique n'y est pas 
demontre. II n'est pas non plus suggere qu'il soit possible de doser ce dernier 
en routine. 

Par ailleurs, un certain nombre d'epitopes presents sur le 
proBNP(1-108) sont connus. C'est ainsi que, dans le cadre de la detection du 
BNP(77-108), I'epitope de sequence S r7 PKMVQGSGC 8B (SEQ ID N° 105) 
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correspondant aux 10 acides amines N-terminaux (AA 1-10) du BNP(77-108) 
est decrit dans la demande WO 97/32900. Similairement, dans le cadre de la 
detection du BNP{1-76) (fragment N-terminai du proBNP), I'epitope de 
sequence R as KMVLYTLRAPR 7e (SEQ ID N° 106) correspondant aux 12 acides 
amines C-terminaux du BNP{1-76) (fragment N-terminal du proBNP) est decrit 
dans la demande WO 00/35951 , et la sequence voisine H 64 RKM VLYTL RAPR 76 
(SEQ ID N° 107) est decrite dans la demande WO 00/45176 Toutefois, 
aucune de ces demandes de brevet ne decrit ou ne suggere I'existence d'un 
epitope intermedial re ou hybride entre ces sequences. 

]J existe done toujours un besoin, dans le cadre du diagnostic precoce 
de I'insuffisance cardiaque, de disposer d'une methode qui evite les 
inconvenients de Tart anterieur. En particulier, il existe un besoin de disposer 
d'une methode simple, utiiisable en routine et fiabie, qui evrte les inconvenients 
de la detection du BNP(77-108), moiecule peu abondante et peu stable, tout 
en evitant les extractions complexes, occasionnees par le dosage d'autres 
formes moiecuiaires de BNP. et qui peuvent aller eventuellement jusqu'a 
requerir une automatisation sophistiquee. 

Les auteurs de la presente invention se sont done attaches a mettre au 
point une methode alternative pour resoudre le probleme pose. Au cceur de la 
presente invention se trouve la decouverte inattendue, faite par les inventeurs, 
d'un epitope aux proprietes uniques situe dans le domaine de la sequence 
charniere YToTLRAPR^PKMVQGSGag (SEQ ID N° 4) ou de la sequence 
Y 70 TLRAPR 7e S 77 PKMVQGS 84 (SEQ ID N° 108) du proBNP{1-108) et 
comprenant au minimum la sequence RAPR^S^P (SEQ ID N° 5). 

En effet, lors d'une immunisation pratiquee chez le lapin avec un 
peptide de la region charniere du proBNP(1-108), de sequence 
CY 70 TLRAPR 76 S 77 PKMVQGSG B5 (SEQ ID N°16) ou encore avec le peptide de 
sequence CY^TLRAPR^S^PKMVQGSaJSEQ ID N° 109), ils ont decouvert de 
fa9on surprenante que I'antiserum obtenu non seulement contenait des 
anticorps qui reconnaissaient de facon specifique ledit peptide de la region 
charniere sans substantiellement reconnaTtre les formes du BNP(1-76) et du 
BNP(77-108), mais en plus avait la capacite de reconnaTtre le proBNP(1-108) 
circulant. 
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Les auteurs de la presente invention ont, en outre, montre pour la 
premiere fois que le proBNP(1-108) circulant etait effectivement un marqueur 
predictif de I'insuffisance cardiaque et qu'ii etait present en concentration 
significativement plus elevee chez ies insuffisants cardiaques que chez des 
5 sujets temains sains. 

Les auteurs ont egalement decouvert qu'une autre fa?on d'obtenir ce 
type d'anticorps est d'immuniser des animaux a I'aide de la molecule complete 
de proBNP(1-108). En effet, les auteurs ont trouve que ('immunisation avec !a 
molecule complete de proBNP{1-108) permettait d'induire I'apparition 
10 d'anticorps reconnaissant de facon specifique une sequence de la region 
chamiere. 

De plus, les auteurs de la presente invention ont demontre que I'epitope 
minimum reconnu par les anticorps seion Hnvention avait la sequence 
suivante : RAPRtbS^P. lis ont montre, en outre, qu'une bonne fagon d'obtenir 
15 les anticorps objets de la presente invention est d'immuniser des animaux avec 
un peptide de formule generate: 

a^^-RAPRSP-X^aa (I) 

ou 

20 a 1 peut etre H ou representer une fonction ou un groupement chimique choisl 
parmi une fonction thiol, alcool, aminoxy, amine primaire ou secondare, un 
groupement amino-carboxyle, un groupement biotinyle et un groupement 
acetyle, 

X, represente une sequence peptidique de 0 a 3 acides amines, issue de la 

25 sequence naturelle du proBNP(1-108) ou non, 

X 2 represente une sequence peptidique de 0 a 8 acides amines, de preference 
7 acides amines, issue de la sequence naturelle du proBNP(1-108) ou non, 
a 2 peut representer une fonction OH, NH 2 ou un groupement alcoxyle. 

De meme, les auteurs de la presente invention ont montre qu'il etait 

30 possible d'obtenir les memes anticorps specifiques par immunisation d'un 
animal avec un peptide comprenant fa sequence RAPR ra S 77 P ou avec un 
peptide de formule : 

X-Y70TLRAPR76S77PKMVQGSG85- Z (II) 
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oil X peut etre H ou representer soit un groupement acetyle, soft 1 a 3 acides 

amines n'appartenant pas a !a sequence du proBNP(1-108), et ou Z peut 

representer une fonction OH, ou 1 a 3 acides amines n'appartenant pas a la 

sequence du proBNP(1-108). 
5 De plus, les auteurs de la presents invention ont montre qu'il etait 

possible d'obtenir ies memes anticorps specifiques par immunisation d'un 

animal avec un peptide de formule : 

X-Y 7 oTLRAPR76S7 7 PKMVQGS84~ Z (III) 

ou X peut etre H ou representer soit un groupement acetyle, soit 1 a 3 acides 
10 amines n'appartenant pas a la sequence du proBNP(1-108), et ou Z peut 

representer une fonction OH, ou 1 a 3 acides amines n'appartenant pas a la 

sequence du proBNP(1-108). 

Les auteurs de la presente invention ont de plus mis au point une 

methode simple et fiable de diagnostic precoce de I'insuffisance cardiaque 
15 reposant sur fa detection du proBNP(1~108) circulant dans le sang et une 

trousse permettant ta mise en ceuvre de cette detection du proBNP(1-108) 

circulant 

La presente invention a done pour objet un anticorps anti proBNP(1- 
108) caracterise en ce que, d'une part, il reconnaTt de facon specifique la 

20 sequence Y 70 TLRAPR 76 S 77 PKMVQGSG 85 du proBNP(1-108) et ne reconnaTt 
substantiellement pas !e BNP{1-76) ni ie BNP(77-108), et, d'autre part, a la 
capacite de reconnaTtre specifiquement le proBNP(1-108) circulant dans des 
echantillons seriques ou plasmatiques humains. 

La presente invention a de plus pour objet un anticorps anti proBNP(1- 

25 108) caracterise en ce que, d'une part, il reconnaTt de facon specifique la 
sequence Y 70 TLRAPR 7S S 77 PKMVQGS 84 du proBNP(1-108) et ne reconnaTt 
substantiellement pas le BNP(1-76) ni le BNP(77-108), et d'autre part, a la 
capacite de reconnaTtre specifiquement le proBNP(1-108) circufant dans des 
echantillons seriques ou plasmatiques humains. 

30 La presente invention a plus particulierement pour objet un anticorps 

anti proBNP(1-108) caracterise en ce que, d'une part, il reconnaTt de facon 
specifique la sequence RAPR 7e S 77 P du proBNP(1-108) et ne reconnaTt 
substantiellement pas le BNP(1-76) ni le BNP(77-108), et, d'autre part, a la 
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capacite de reconnaTtre specifiquement le proBNP(1-108) circulant dans des 
echantillons s6riques ou plasmatiques humains. 

La presente invention a en outre pour objet un procede d'obtention 
d'anticorps anti proBNP(1-108) reconnaissant defagon specifique la sequence 
YroTLRAPRreSnPKMVQGSGss, la sequence Y 7 oTLRAPR76S77PKMVQGS 84 
et/ou la sequence RAPR 76 S77Pdu proBNP(1-108)a ('exclusion substantielle du 
BNP(1-76) et du BNP(77-108), et ayant la capacite de reconnaTtre 
specifiquement le proBNP(1-108) circulant dans des echantillons seriques ou 
plasmatiques humains caracterise en ce que i'on immunise un animal avec la 
molecule entiere de proBNP(1-108), puis en ce que Ton epuise, a I'aide du 
peptide BNP(77-108) et/ou du peptide BNP(1-76), I'antiserum obtenu. 

Par « epuisement d'un antiserum » obtenu contre un antigene 
specifique donne (i'antigene immunisant), on entend ['elimination d'anticorps 
non specifiques, potentieflement presents dans cet antiserum, par la mise en 
contact et I'incubation dudit antiserum avec des « antigenes non specifiques », 
c'est a dire des antigenes differents de I'antigene immunisant, puis separation 
et elimination immunologiques des anticorps ayant reagi avec lesdits 
« antigenes non specifiques » et recuperation de I'antiserum ainsi epuise 
{c'est-a-dire appauvri en anticorps non specifiques). L'epuisement sert 
classiquement a rendre specifique un antiserum dirige contre un antigene 
donne. 

Dans le present cas, un antiserum reconnaissant la sequence 
Y70TLRAPR76S77PKMVQGSG85, et/ou !a sequence 

Y 7 oTL RAP R76S77PKMVQG Sm ou la sequence RAPR76S77P du proBNP(1-108) 
peut etre epuise, c'est a dire rendu specifique, par mise en contact avec le 
BNP(77-108) et/ou le BNP(1-76) susnommes, ces derniers pouvant, par 
exemple, etre immobilises en phase solide et servir de support a une 
chromatographie par immunoadsorption selon des techniques 
conventionnelles, connues de I'homme du metier. L'anticorps present 
flnalement dans I'antiserum epuise est ici un anticorps 
polyclonal monospecifique. 

La presente invention a encore pour objet un peptide de formule : 
ai-Xi-RAPRSP-Xa-as (!) 
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OU 

ai peut etre H ou representer une fonction ou un groupement chimtque choisi 
parmi une fonction thiol, alcool, aminoxy, amine primaire ou secondare, un 
groupement amino-carboxyie, un groupement biotinyle et un groupement 
acetyle, 

Xi represente une sequence peptidique de 0 a 3 acides amines, issue de la 
sequence naturelle du proBNP(1-108) ou non, 

X 2 represente une sequence peptidique de 0 a 8 acides amines, de 
preference 7 acides amines, issue de ia sequence naturelle du proBNP{1-108) 
ou non, 

a 2 peut representer une fonction OH, NH 2 ou un groupement alcoxyle. 

La presente invention a encore pour objet un peptide de formule : 
X-Y 7 oTLRAPR7 6 S77PKMVQGSG 8 5-Z (II) 
ou X peut etre H, ou representer soit un groupement acetyle, soit 1 a 3 acides 
amines n'appartenant pas a la sequence du proBNP(1-108), et ou Z peut 
representer une fonction OH, ou 1 a 3 acides amines n'appartenant pas a la 
sequence du proBNP(1-108). 

La presente invention a de plus pour objet un peptide de formule : 
X-Y7oTLRAPR 76 S77PKMVQGS 8 4-Z (III) 
ou X peut etre H, ou representer soit un groupement acetyle, soit 1 a 3 acides 
amines n'appartenant pas a la sequence du proBNP(1-108), et ou Z peut 
representer une fonction OH, ou 1 a 3 acides amines n'appartenant pas a la 
sequence du proBNP(1-108). 

A noter que dans les formules (II) et (111) ci-dessus, le numero des 
acides amines (Y 70> R 76i S ?7j S 8 4 ou G s5 ) a ete maintenu simplement pour aider 
a la comprehension de invention et au reperage de cette sequence vis-a-vis 
de la sequence proBNP(1-108). II en est de meme des autres sequences 
presentees avec des numeros dans cette demande. 

L'invention concerne aussi tout peptide contenant la sequence 
X-Y70TLRAPR76S77PKMVQGSG35-Z (ll) ou ia sequence 
X-Y 7 oTLRAPR 7B S77PKMVQGS 84 -Z (III), ou I'une des sequences (II) ou (III) 
susdite sous forme substitute, de facon conservatrice ou non, en Tun 
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quelconque des acides amines de la position 70 a ia position 85 ou 84, 
respectivement, a condition qu'efle garde intacte (en particulier non substitute) 
fa portion RAPR76S77P, 

II s'agit done d'un peptide comprenant une sequence derivee de ia 
sequence X-Y 7 oTLRAPR7 6 S77PKMVQGSG 85 -2 (II) ou de la sequence 
X-Y 7 oTLRAPR7eS77PKMVQGS 8 4-Z (III) par substitution d'un ou plusieurs parmi 
les acides amines Y 7a , T 7 i, L 72 , K 79> M 80 , V 81 , Q 82f G 83 , Sa4 et G 85 , avec X 
pouvant etre absent ou representer soit une fonction NH 2 , soit 1 a 3 acides 
amines n'appartenant pas a la sequence du proBNP(1-108), et ou 2 pouvant 
etre absent ou representer soit une fonction OH, soit 1 a 3 acides amines 
n'appartenant pas a la sequence du proBNP(1-108). 

[.'invention concerne enfin le peptide de sequence 
Y 70 TLRAPR 76 S 77 PKMVQGSG 8S> et le peptide de sequence 
Y 70 TLRAPR 76 S 77 PKMVQGSe4. 

L'invention a encore pour objet un procede d'obtention d'anticorps anti 
proBNP(1-108) reconnaissant de fagon specifique la sequence 
Y 70 TLRAPR 76 S 77 PKMVQGSG e5 , Y 7D TLRAPR 76 S 77 PKMVQGS 84 et/ou la 
sequence RAPR 76 S 77 Pdu proBNP(1-108) a I'exclusion substantielle du BNP(1- 
76) et du BNP(77-108), et ayant la capacite de reconnaTtre specifiquement le 
proBNP(1-108) circulant dans des echantillons seriques ou plasmatiques 
humains caracterise en ce que I'on immunise un animai avec un peptide de 
formule : 

a, - X-, - RAPRSP - X 2 - a 2 (I) 
ou a^ Xi, X 2( et a 2 ont la meme signification que ci-dessus, 
et, eventuellement, en ce que I'on epuise, a I'aide du peptide BNP(77-108) 
et/ou du peptide BNP(1-76), I'antiserum obtenu. L'anticorps ainsi obtenu est un 
anticorps monospecrfique. 

L'invention a encore pour objet un procede d'obtention d'anticorps anti 
proBNP(1-108) reconnaissant de fagon specifique la sequence 
Y 70 TLRAPR 76 S 77 PKMVQGSG 85 , Y70TLRAPR76S77PKMVQGS 84 et/ou la 
sequence RAPR 76 S 77 P du.proBNP(1-108) a I'exclusion substantielle du BNP(1- 
76) et du BNP(77-108), et ayant la capacite de reconnaltre specifiquement le 
proBNP(1-108) circulant dans des echantillons seriques ou plasmatiques 
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humains caracterise en ce que I'on immunise un anima! avec un peptide de 
formule : 

X-Y70TLRAPR76S77PKMVQGSG85-ZOO 
ou avec un peptide de formule X-Y 7 oTLRAPR76S 7 7PKMVQGS 8 4-Z (III), 
oO X et Z sont tels que definis ci-dessus et, eventuellement, en ce que Ton 
epuise, a I'aide du peptide BNP(77-108) et/ou du peptide BNP(1-76), 
1'antiserum obtenu. 

L'invention a encore pour objet un procede d'obtention d'hybridome 
secreteur d'anticorps anti proBNP(1-108) reconnaissant de fagon specifique la 
sequence Y 70 TLRAPR 76 S77PKMVQGSG 85 Y70TLRAPR76S77PKMVQGS84 et/ou 
la sequence RAPR76S77P du proBNP(l-IOS) a I'exclusion substantielle du 
BNP(1-76) et du BNP(77-108), et ayant la capacite de reconnaTtre 
specifiquement ie proBNP(1-108) circulant dans des echantillons seriques ou 
plasmatiques humains caracterise en ce que I'on immunise un animal avec un 
peptide de formule : 

X-Y 70 TLRAPR7 6 S77PKMVQGSG 8 5- Z (II) 
ou avec un peptide de formule X-Y 70 TLRAPR 7 6S77PKMVQGS84-Z (111), 
sous forme substitute, de facon conservatrice ou non, a condition qu'elle 
garde intacte (en particulier non substitute) la portion RAPR76S77P, 0C1 X et Z 
sont tels que definis ci-dessus et, eventuellement, en ce que I'on epuise, a 
i'aide du peptide BNP(77-108) et/ou du peptide BNP(1-76), I'antiserum obtenu. 

L'invention a encore pour objet un procede d'obtention d'anticorps anti 
proBNP(1-108) reconnaissant de facon specifique la sequence 
Y7 0 TLRAPR76S 77 PKMVQGSG e5 , Y 70 TLRAPR 76 S 7 7PKMVQGS 8 4 et/ou la 
sequence RAPR 76 S 77 P du proBNP(1-108) a I'exclusion substantielle des 
peptides BNP(1-76) et BNP{77-108), et ayant la capacite de reconnaTtre 
specifiquement le proBNP(1-108) circulant dans des echantillons seriques ou 
plasmatiques humains caracterise en ce que I'on immunise un animal avec le 
peptide de sequence Y 70 TLRAPR 7g S77PKMVGGSG 8 5, ou le peptide de 
sequence Y 7 oTLRAPR 7 6S77PKMVQGSb4 et, eventuellement, en ce que Ton 
epuise, a i'aide du peptide BNP(77-108) et/ou du peptide BNP(1-76), 
['antiserum obtenu. 

L'invention a encore pour objet un procede d'obtention d'hybridome 
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secreteur d'anticorps anti proBNP(1-108) reconnaissant de facon specifique la 
sequence Y 7 oTLRAPR 7B S77PKMVQGSG B 5, la sequence 

Y 7 oTLRAPR 76 S 7 7PKMVQGS84 ei/ou la sequence RAPR 76 S 77 P du proBNP(1- 
108) a I'exclusion substantielle du BNP(1-76) et du BNP(77-108), et ayant la 
capacite de reconnaftre specifiquement le proBNP(1-108) circulant dans des 
echantillons seriques ou plasmatiques humains caracterise en ce que : 

- on immunise un animal avec un peptide choisi parmi les peptides de 
formules suivantes : 

a! - X! - RAPRSP -X 2 -a 2 (1) 
oil a^ Xi, X 2 , et a 2 ont la m§me signification que ci-dessus, 

X-Y7oTLRAPR7 6 S77PKMVQGSG 85 - Z (II) 
ou X et 2 ont ta meme signification que ci-dessus, 

X-Y 7 oTLRAPR 76 S 77 PKMVQGS 84 -Z (111) 
ou X etZ ont la meme signification que ci-dessus, 

X-Y 7 oTLRAPR7 6 S77PKMVQGSG 85 - Z (II) 
sous forme substitute, de facon conservatrics ou non, a condition qu'elle 
garde intacte (en particulier non substituee) la portion RAPR76S77P, 
ou X et Z ont la meme signification que ci-dessus, 

X-Y 70 TLRAPR 7 6S 77 PKMVQGSg4-Z (I ! i) 

sous forme substituee, de facon conservatrice ou non, a condition qu'elle 
garde intacte (en particulier non substituee) la portion RAPR7gS77P, 
ou X et Z ont la meme signification que ci-dessus, 

Y 7 oTLRAPR 7 6S 7 rPKMVQGSG8 5> et 
Y 70 TLRAPR 76 S 77 PKMVQGS 8 4 

- on preleve des lymphocytes secreteurs d'immunoglobulines de cet 
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animal, et en ce que 

- on procede a une fusion des lymphocytes avec des cellules de 
myelome pour obtenir au moins un hybridome secreteur d'immunoglobulines. 

Ceci correspond a la technique classique d'obtention des hybridomes 
dont le principe est decrit dans Kohler et Milstein, (1975) Nature (London), 
256 :495-497. 

L'invention a encore pour objet un tel hybridome et I'anticorps anti 
proBNP(1-108) monoclonal secrete par ledit hybridome. 

La presente invention a en outre pour objet une methode de diagnostic 
in vitro de rinsuffisance cardiaque chez un humain comprenant la mise en 
contact d'un echantillon biologique, de preference de sang, plasma ou serum, 
avec un anticorps anti proBNP(1-108) reconnaissant de facon specifique la 
sequence Y 7 oTLRAPR 7 eS77PKMVQGSG 85 , la sequence 

Y70TLRAPR76S77PKMVQGS84 et/ou la sequence RAPR 76 S 7 7P du proBNP(1- 
108) a ['exclusion substantielle du BNP(1-76) et du BNP(77-108), et ayant la 
capacite de reconnaTtre specifiquement le 

proBNP(1-108) circulant dans des echantillons seriques ou plasmatiques 
humains, et la detection du proBNP(1-108) dans I'echantillon. 

L'invention fournit de rnaniere generaie une methode de diagnostic in 
vitro de I'insuffisance cardiaque chez un humain comprenant : 

a) la mise en contact d'un echantillon biologique, de preference de 
sang, plasma ou serum, avec un anticorps anti proBNP(1-108) reconnaissant 
de facon specifique la sequence Y 7O TLRAPR70S 7 7PKMVQGSG 8 5, la sequence 
Y 7 oTLRAPR 7 6S77PKMVQGSa4 et/ou la s6quence RAPR 76 S 77 P du proBNP(1- 
108) a I'exclusion substantielle du BNP(1-76) et du BNP(77-108), et ayant la 
capacite de reconnaTtre specifiquement le proBNP(1-108) circulant dans des 
echantillons seriques ou plasmatiques humains, 

b) I'inGubation du melange dans des conditions permettant ia formation 
de complexes antigenes-anticorps ; et 

c) la revelation des complexes antigenes-anticorps formes, 
eventueliement a I'aide d'un anticorps de detection, marque, capable de se lier 
specifiquement au proBNP(1-108) present dans le premier complexe, ou a 
I'aide d'un antigene de detection, marque, capable de se lier a I'anticorps dirige 
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contre ledit proBNP(1-108) present dans !e premier complexe. 

En particuiier, I'invention fournit une methode de diagnostic de 
I'insuffisance cardiaque qui comprend, en plus des etapes a, b et c susdites, 
une etape d) de correlation de la quantite des complexes antigenes-anticorps 
reveles a I'etat ciinique du sujet. 

La presente invention a de pius pour objet une trousse de detection du 
proBNP(1-108) dans un echantillon bioiogique, notamment dans un echantillon 
de sang, plasma ou serum, contenant au moins un anticorps anti proBNP(1- 
108) reconnaissant de facon specifique la sequence 
Y70TLRAPR76S77PKMVQGSG85, la sequence YyoTLRAPRzeSyTPKMVQGS^ 
et/ou la sequence RAPRreSyyP du proBNP(1-108) a ['exclusion substantieile 
du BNP(1-76) et du BNP(77-108), et ayant la capacite de reconnaitre 
specifiquement le proBNP(1-108) circulant dans des echantillons seriques ou 
plasmatiques humains. 

L'invention vise enfin une trousse de detection du proBNP(1-108) dans 
un echantillon bioiogique, notamment dans un echantillon de sang, plasma ou 
serum, contenant, comme etalon et/ou temoin, un compose contenant au 
moins un peptide choisi dans le groupe de peptides de formules suivantes : 

ai-X 1 -RAPRSP-X 2 -a 2 (I) 
ou a-i, X1, X 2l et a 2 ont la meme signification que ci-dessus, 

X-Y 7 oTLRAPR7 6 S7 7 PKIv1VGGSG85- Z (II) 
ou X et Z ont la meme signification que ci-dessus, 

X-Y 7 oTLRAPR76S77PKMVQGSG 8 5- Z (II) 
sous forme substitute, de fagon conservatrice ou non, a condition qu'elle 
garde intacte (en particuiier non substitute) la portion RAPR76S77P, 
ou X et Z ont la meme signification que ci-dessus, 

X-Y 7 oTLRAPR76S7 7 PKMVQGSs4-Z(ltl), 
ou X et Z ont la meme signification que ci-dessus, 
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X- Y 7 oTLRAPR 76 S 77 PKMVQGS 84 -Z (111) 
sous forme substitute, de facon conservatrice ou non, a condition qu'elle 
garde intacte (en particulier non substitute) la portion RAPR76S77P, 
ou X et Z ont la meme signification que ci-dessus, 

5 

Y 7 oTLRAPR 76 S77PKMVQGSG 8 5, 
Y 70 TLRAPR 76 S 77 PKMVQGS 84 . 

Definitions 

10 Dans le contexte de I'invention, un « echantillon biologique » ou encore 

un « echantillon de fluide biologique » est de preference constitue par un 
liquide biologique, tel que du sang, plasma, serum, de I'urine, du liquide 
cephalorachidien, de la salive, etc... 

Par « insuffisance cardiaque », on entend I'etat pathologique dans 

15 lequel une anomaiie de la fonction cardiaque est responsable de I'incapacite 
du cosur a pomper le sang de fa9on suffisante pour repondre aux besoins 
metaboliques de I'organisme et/ou dans lequel le cceur pourvoit aux besoins 
mais avec des pressions de remplissage anormaiement elevees. II peut 
notamment s'agir d'une insuffisance ventriculaire droite et/ou gauche. 

20 Le terme «anticorps» se refere a tout anticorps entier ou fragment 

fonctionnel d'un anticorps (obtenu par genie genetique ou non), comprenant, 
ou consistant en, au moins un site de combinaison antigenique, permettant 
audit anticorps de se lier a au moins un determinant antigenique d'un compose 
antigtnique. A titre d'exemple de fragments d'anticorps on peut citer les 

25 fragments Fab, Fab', F(ab')2 ainsi que les fragments variables a simple chaTne 
(chafnes scFv). 

Les anticorps anti proBNP(1-108) selon i'invention peuvent etre de type 
polyclonal ou monoclonal. Un anticorps polyclonal anti proBNP(1-108) selon 
I'invention peut, entre autres, etre obtenu par immunisation d'un animal tel 
30 qu'un lapin, une souris, etc.. a I'aide du proBNP(1-1 08) entier, prelevement 
puis epuisement de I'antiserum obtenu sur, par exemple, un immunoadsorbant 
contenant du BNP(77-108) et/ou du BNP(1-76) selon des methodes en soi 
connues de I'homme du metier. Un anticorps monoclonal anti proBNP(1-108) 
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selon I'invention peirt, entre autres, elre obtenu par la methode classique de 
Kohier et Milstein (Nature (London), 256 : 495- 497 (1975)). 

La production d'anticorps monoclonaux ou de serums polyclonaux 
monospecifiques, ou d'anticorps obtenus par criblage de banques 
genomiques, utiles dans le cadre de I'invention releve de techniques 
conventionnelles, qui sont detaillees plus loin. 

Par « anticorps de capture », on entend un anticorps ou une partie 
d'anticorps, de preference fixe sur une phase solide, qui est capable de retenir 
I'antigene proBNP(1-108) present dans un echantillon biologique, par liaison 
affine. 

La presence de I'antigene dans I'echantillon biologique est'revelee par 
des « moyens de detection ». S'agissant de la detection de I'antigene, 
I'invention prevoit notamment une detection a I'atde d'au moins un « anticorps 
de detection ». Un tel anticorps de detection, marque, est capable de se lier a 
I'antigene capture, par liaison affine, en reconnaissant un site epitopique, 
different de celui reconnu par I'anticorps de capture. 

Le terme « marque » se refere aussi bien a un marquage direct (par le 
biais d'enzymes, radioisotopes, fluorochromes, composes luminescents, etc) 
qu'a un marquage indirect (par exemple, par le biais d'anticorps eux-memes 
marques de maniere directe ou a I'aide de reactifs d'une « paire d'affinite » 
marquee, telle que, mais non exclusivement, la paire avidine marquee-biotine, 
etc.). 

Par « fragment antigenique », on entend toute partie du proBNP(1-108) 
capable d'induire la synthase d'anticorps substantiellement specifique du seul 
proBNP(1-108) chez un animal immunise. 

Conformement a la presente invention, un « fragment antigenique » 
contient au moins le « site epitopique » ou epitope RAPR76S77P. Un « site 
epitopique » ou « Epitope » est une sequence d'acides amines qui est 
reconnue par au moins un anticorps et permet la liaison specifique de celui-ci. 

Le terme «anticorps polyclonal monospecifique », s'applique a tout 
anticorps polyclonal presentant une specificite pour un seul epitope. Ceci 
signifie que I'anticorps est capable de lier une sequence d'acides amines de la 
sequence du proBNP(1-108) contenant les acides amines comprenant 
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i'epitope, mais est incapable de lier une sequence d'acides amines de la 
sequence du proBNP(1-108) qui ne contient pas les acides amines 
comprenant I'epitope. 

Le terme « specifiquement », quand i! se refere a une reconnaissance 
ou une liaison specifique d'un anticorps pour un antigene, signifie que 
I'anticorps interagit avec ('antigene sans interaction substantieile avec d'autres 
antigenes, ou si Ton parle de reconnaissance « specifique » avec un epitope, 
par reconnaissance quasi-exciusive de cet epitope. Des constantes 
dissociation superieures a. 10 8 L.moh 1 sont preferabies. 

Par « substitution conservatrice », on entend notamment la substitution 
d'un acide amine d'une classe par un acide amine de la meme classe, 
substitution qui ne modifie pas significativement I'immunoreactivite du peptide 
obtenu par rapport a celle du peptide d'origine. Parmi les differentes classes 
d'acides amines on distingue generalement les acides amines a chatne 
lateraie polaire (tel que I'asparagine, !a glutamine, la serine, la threonine et la 
tyrosine), tes acides amines a chatne lateraie non poiaire (tel que la glycine, 
I'aianine, la valine, la leucine, I'isoleucine, la phenylalanine, la methionine, le 
tryptophane et la cysteine), les acides amines a chalne lateraie basique (tel 
que la lysine, i'arginine et I'histidine), et les acides amines a chaTne lateraie 
acide (tel que I'acide aspartique et I'acide glutamique). 

Par « substitution non conservatrice », on entend tout autre type de 
substitution, qui ne modifie pas significativement rimmunoreactivite du peptide 
obtenu par rapport a celle du peptide d'origine. 

Par I'expression « ne reconnait substantiellement pas !e BNP(1-76) ni le 
BNP{77-108) », on entend que I'anticorps vise par I'invention presente une 
reaction croisee avec le BNP(1-76) ou ie BNP(77-108) inferieure a 20%, 
particulierement inferieure a 10%, de fagon preferee inferieure a 5%. La 
determination du pourcentage de la reaction croisee se fait selon des 
methodes en soi connues de I'homme du metier, par exemple, celle illustree 
dans I'exemple 5. 

La non-reconnaissance « substantieile » des peptides BNP(1-76) et 
BNP(77-108) correspond de preference a une absence ou quasi-absence de 
reaction des anticorps de I'invention avec ces peptides. 
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Par 1'expression « a I'exclusion substantielle du BNP(1-76) et du 
BNP(77-108) », on entend que I'anticorps « ne reconnati substantiellement pas 
le BNP(1-76) ni le BNP(77-108) » au sens vu plus haut. 

Production d'anticorps specifiques 

Les anticorps utilises dans la presente invention sont des anticorps 
specifiques de I'antigene, et, pour cette raison, sont des anticorps 
monoclonaux ou des anticorps poiyclonaux monospecifiques, c'est a dire qu'iis 
ne reconnaissent specifiquement qu'un epitope. 

Les anticorps monoclonaux peuvent §tre obtenus selon ia methode 
classique de fusion lymphocytaire et culture d'hybridomes decrite par KOhler et 
Milstein, Nature, 1975, 256 : 495-497. D'autres methodes de preparation 
d'anticorps monoclonaux sont egalement connues (Hariow et al, ed., 1988 
« Antibodies : a laboratory manual »). Les anticorps monoclonaux peuvent etre 
prepares en immunisant un mammifere (par exemple une souris, un rat, un 
lapin, voire un etre humain, etc..) et en utiiisant ia technique de fusion 
lymphocytaire conduisant a des hybridomes (Kohler et Milstein, 1975). 

Des techniques alternatives a cette technique usuelle existent. On peut, 
par exemple, produire des anticorps monoclonaux par expression d'un acide 
nucleique clone a partir d'un hybridome. On peut egalement produire des 
anticorps par la technique d'expression sur phage (« phage display »), en 
introduisant des ADNc d'anticorps dans des vecteurs, qui sont typiquement 
des phages filamenteux qui presentent des banques de genes V a la surface 
du phage (par exemple fUSE5 pour E. coli, Scott, J.K. et Smith, G.P., Science, 
1990, 249 :386-390). Des protocoles de construction de ces banques 
d'anticorps sont decrits dans Marks et al, 1991 , J. Mol. Biol, 222 :581-597). 

Les anticorps poiyclonaux peuvent etre obtenus a partir du serum d'un 
animal immunise contre un antigene de nature peptidique selon les modes 
operatoires usuels. Les anticorps poiyclonaux ainsi obtenus pourront, si besoin 
est, et par epuisement avec du BNP(77-108) et du BNP1-76, selon des 
techniques en soit connues de I'homme du metier comme, par exemple, 
I'immunoadsorption sur colonne, etre rendus monospecifiques de la sequence 
Y70TL RAP R76S77P KM VQ GS G B5, de ia sequence Y7oTLRAPR 76 S77PKMVQGSa4 
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et/ou (fun peptide comprenant la sequence RAPR76S77P, assurant ainsi la 
specificite vis a vis du proBNP(1-108), a i'exclusion substantiate du BNP(1-76) 
etdu BNP(77-108). 

Anticorps de capture et/ou de detection 

En technique sandwich, I'anticorps de capture est choisi de mani&re a 
ce qu'il reconnaisse specifiquement un epitope, sur I'antigene naturel du 
patient, tandis que I'anticorps de detection est choisi, de preference, mais non 
obligatoirement de maniere a ce qu'il reconnaisse specifiquement un autre 
epitope, sur I'antigene naturel du patient. 

L'echantillon biologique peut etre eventuellement traite dans une etape 
prealable, ou mis dtrectement en presence d'au moins un anticorps de capture 
dans des conditions favorisant i'exposition de I'epitope a detecter. 

Le procede de diagnosticTselon i'invention peut etre realise selon divers 
formats bien connus de I'homme du metier: en phase solide ou en phase 
homogene ; en un temps ou en deux temps ; en methode sandwich ou en 
methode competitive, a titre d'exemples non iimitatifs. 

Selon un mode de realisation prefere, I'anticorps de capture est 
immobilise sur une phase solide. On peut utiliser, a titre d'exemples non 
Iimitatifs de phase solide, des microplaques, en particulier des microplaques 
de polystyrene, teiles que celles commercialisees par la societe Nunc, 
Danemark. On peut egalement utiliser des particules ou des biiles solides, des 
biiles paramagnetiques, teiles que celles fournies par Dynal ou Merck-Eurolab 
(France) (sous la marque Estapor™), ou encore des tubes a essai en 
polystyrene ou polypropylene, etc... 

Un format d'immunoessai de type sandwich entre deux anticorps (de 
capture et de detection) est particulierement avantageux pour la detection des 
antigenes presents dans l'echantillon biologique. 

Un format d'immunoessai de detection des antigenes par competition 
est egalement possible. D'autres modalites d'immunoessais sont encore 
envisageables et bien connues de I'homme du metier. 

Dosages ELISA, radioimmunoessais, ou toute autre technique de 
detection peuvent etre mis en osuvre pour reveler la presence des complexes 
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antigenes-anticorps formes. 

Trousses 

Les trousses et reactifs utiles pour la detection du proBNP(1-108) dans 
un echantiilon de fluide biologique, conformement au precede de I'jnvention, 
peuvent §tre fournis pour une mise en pratique de I'inventlon facile et 
applicable a de nombreux echantillons biologiques, 

Des trousses de detection du proBNP(1-108) dans un echantiilon 
biologique peuvent contenir au moins un anticorps tel que defini 
precedemment. D'autres trousses, contenant comme etalon et/ou temoin, au 
moins un peptide de formute (I), (II) ou un peptide substitue tel que defini 
precedemment, peuvent egalement etre utiles a la mise en oeuvre de 
invention, 

Un autre objet particulier de i'invention est done une trousse de 
detection du proBNP(1-108) dans un echantiilon de fluide biologique, 
comprenant : 

- au moins un anticorps anti proBNP(1-108) reconnaissant de facon 
specifique la sequence YtoTLRAPF^^PKMVQGSGss, la sequence 
Y 7 oTLRAPR 76 S77PKlVlVQGS84 et/ou fa sequence RAPR76S77P du proBNPfl- 
108) a I'exclusion substantielle du BNP(1-76) et du BNP(77-108), et ayant la 
capacite de reconnaTtre specifiquement le proBNP(M08) circulant dans des 
echantillons seriques ou plasmatiques humains, et qui est de preference un 
anticorps de capture dudit proBNP(1-108) present dans Techantillon 
biologique, et 

- un conjugue marque capable de se Iter specifiquement aux complexes 
antigenes anticorps formes. 

Comme cela est decrit ci-dessus, I'anticorps de capture peut Stre 
presente de maniere avantageuse sous une forme immobilisee sur une phase 
soiide, telle qu'une microplaque, par exemple, mais non exdusivement. 

Une trousse preferee comprend au moins : 

- un anticorps de capture anti proBNP(1-108) reconnaissant de facon 
specifique la sequence Y 70 TLRAPR76S 77 PKMVQGSG B 5, | a sequence 
Y 7 oTLRAPR 76 S7 7 PKMVQGS 8 4, et/ou la sequence RAPR 76 S 77 P du proBNP(1- 
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108) a ['exclusion substantielie du BNP(1-76) et du BNP(77-108), et ayant la 
capacity de reconnaitre specifiquement le proBNP(1-108) circufant dans des 
echantillons seriques ou plasmatiques humains, ledit anticorps de capture 
etant immobilise sur une phase solide ; et 

- un anticorps de detection, marque, dirige contre un autre epitope, 
intact, du proBNP(1-108), ou eventuellement, 

- un antigene de detection, marque, qui est un peptide du proBNP(1- 
1 08) ou le proBNP(1 -1 08) lui-meme. 

Selon un mode de realisation particulier, une trousse de detection du 
proBNP{1-108) dans un echantillon biologique, peut contenir : 

- dans un recipient, au moins un anticorps tel que defini precedemment ; 

- dans un autre recipient au moins un peptide tel que defini 
precedemment, utile notamment comme etalon et/ou temoin. 

Les figures et exemples suivants illustrent I'invention sans en limiter la 

portee. 

LEGENDE DES FIGURES : 

La figure 1 represente la reactivite des anticorps polyclonaux du lapin 
# 046 805 purifies sur proteine A-sepharose avec le proBNP (1-108), le 
fragment BNP(1-76), le BNP(77-108), ou la GST (Glutathion-S-transferase, 
utiiisee comme proteine temoin) adsorbes sur microplaque a 0,25 ug/ml. 

La figure 2 represente la reactivite des anticorps polyclonaux du filtrat du 
lapin # 046 805 obtenus apres epuisement sur resine BNP-K3-NHS-sepharose. 
Les anticorps polyclonaux sont prepares sous forme de gammes de dilutions 
de 2 a 20pg/ml, puis testes sur des cupules revetues de polypeptide 
proBNP{1-108), BNP(1-76) ou BNP(77»108) adsorbe a 0,25 ug/ml. 

La figure 3 represente la reactivite des anticorps polyclonaux du filtrat du 
lapin # 046 832 obtenus apres epuisement sur resine BNP-K 3 -NHS-sepharose. 
Les anticorps polyclonaux sont prepares sous forme de gammes de dilutions 
de 5 a 20 pg/ml, puis testes sur des cupules revetues de polypeptide 
proBNP(1-108), BNP(1-76) ou BNP(77-108) adsorbe a 0,25 pg/ml. 

La fioure 4 represente la reactivite de I'eluat du serum polyclonal du 
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iapin # 046 805 obtenu apres epuisement sur resine BNP-K 3 -NHS-sepharose. 
Les anticorps polyclonaux sont prepares sous forme de gammes de dilutions 
de 2 a 20 ug/ml, puis testes sur des cupules revetues de polypeptide 
proBNP(1-108), BNP(1-76) ou BNP(77-108) adsorbe a 0,25 [jg/ml. 

La figure 5 represente la reactivite de I'eluat du serum polyclonal du 
Iapin # 046 832 obtenu apres epuisement sur resine BNP-K 3 -NHS-sepharose. 
Les anticorps polyclonaux sont prepares sous forme de gammes de dilutions 
de 5 a 20 ug/ml, puis testes sur des cupuies revenues de polypeptide 
proBNP(1-108), BNP(1-76) ou BNP(77-108) adsorbe a 0,25 ug/ml. 

La figure 6 represente une analyse epitopique a i'aide de la technique 
spot du serum polyclonal du Iapin # 046 805 avant epuisement. (Pour cet 
exemple, le bruit de fond est de 30,4 ± 5,93 unites d'intensite relatives.) 

La figure 7 represente une analyse epitopique a I'aide de la technique 
spot du serum polyclonal du Iapin # 046 805 apres epuisement sur resine 
BNP-K 3 -NHS-sepharose. (Pour cet exemple, le bruit de fond est de 31,3 ± 6,31 
unites d'intensite relatives.) 

La figure 8 represente la reactivite du surnageant de culture de 
i'hybridome 3D4 dilue au 1/2, teste sur des cupules revetues soit de prgBNP(1- 
108), soit de BNP(1-76), soit de BNP(77-108), soit de peptide 
YTLRAPRSPKMVQGSG (C13P30), adsorbe a 1 ug/ml. 

La figure 9 montre une photographie du gel d'acrylamide a 16% dans 
lequei on a fait migrer chaque proteine (1ug de proteine par piste). Piste 1 : 
marqueur de poids moleculaire ; piste 2 : proBNP(1-108)-GST ; piste 3 : 
GST (proteine temoin negatif); piste 4 : BNP(1-76)-GST ; piste 5 : BNP(77- 
108). 

La figure 10 montre les resultats du test en western-blot de I'anticorps 
produit par I'hybridome 3D4 sur le proBNP(1-108)-GST (piste 2), la GST 
(proteine temoin negatif) (piste 3), le BNP(1~76)-GST (piste 4), et le BNP(77- 
108) (piste 5), deposes sur gel (1ug de proteine par gel), puis transferes sur 
membrane de nitrocellulose. 

La figure 11 represente une courbe d'etalonnage du dosage IRMA du 
proBNP(1-108). 

La figure 12 montre les resultats en cpm (coups par minute de 
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radioactivite) du dosage IRMA du proBNP{1-108) des prelevements de 14 
sujets sains et de 15 patients souffrant d'insuffisance cardiaque. 

La figure 13 presente !a correlation entre les concentrations de 
proBNP(1-108) (en pg/mi) determinees a I'aide du dosage 

5 radioimmunometrique selon invention et les concentrations de BNP{1-76) 
(pg/m!) determinees, a I'aide du dosage sur ('automate Eiecsys® (marque de !a 
societe Hoffmann La Roche), des prelevements de 14 patients souffrant 
d'insuffisance cardiaque. 

La figure 14 represente une courbe d'etalonnage du dosage ELiSA du 

10 proBNP(1-108) selon I'invention. 

La figure 15 represente une evaluation de la reaction croisee, vis a vis 
du BNP(1-76) et du BNP{77-108), de I'anticorps polyclonal du lapin # 046 805 
non epuise couple a la biotine, utilise en sandwich dans le dosage ELiSA 
proBNP(1-108) conjointement a i'anticorps polyclonal anti-BNP(77-108). 

15 La figure 16 represente revaluation de la reaction croisee, vis a vis du 

BNP(1~76) et du BNP(77-108), de I'anticorps polyclonal du lapin # 046 805 non 
epuise couple a la biotine, utilise en sandwich dans ie dosage ELISA 
proBNP(1-108) conjointement a i'anticorps polyclonal anti-NT-proBNP(1-29). 

20 EXEMFLES 

Exemple 1 : synthase de peptides pour immunisation 

Les peptides synthetiques sont produits par les techniques standards 
bien connues de I'homme du metier. On peut citer, comme exemple, la 

25 synthase de type Merrifield qui est avantageuse vu sa facilite de mise en 
oeuvre (Merrifield, (1963); R.C.Sheppard (1971) ; Atherton et al. (1989)). 
Comme synthetiseur automatique, on peut utiiiser le synthetiseur "9050 Plus 
Pep Synthesizer" de Millipore, le "Pioneer" de Perspective, ou le synthetiseur 
"433A" de ABI. Les peptides peuvent egalement etre obtenus par synthese en 

30 phase homogene. 

Les syntheses ci-apres ont ete reaiisees sur un synthetiseur Pioneer, en 
utilisant la chimie « Fmoc » (9-fluorenylmethyloxy carbonyl) : a chaque etape 
les reactifs (c'est a dire I'acide amine protege et les activateurs de couplage 
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(TBTU(2-(1 H-benzotriazoi-1 -yl)-1 ,1 ,3,3-tetramethyluronium tetrafluoroborate)/ 
HOBt (N-hydroxybenzotriazol)) sont ajoutes en exces (dans un rapport « moles 
de reactifs /moles de groupes substituables sur la resine » = 5). A la fin de la 
synthese, !e peptide est separe de la resine par une solution a base d'acide 
trifiuoroacetique (reactif K). Le peptide est ensuite preciptte dans une solution 
d'ether refroidie, puis purifie par HPLC. 

Les inventeurs ont precede a la synthese des peptides contenant la 
sequence d'acides amines de la region charniere R76S77 suivants : 



SEQ ID N° 6 : C-G-R-A-P-R-S-P 

SEQ ID N° 7 : Acetyl -C-G-R-A-P-R-S-P 

SEQ ID N° 8 : C-G-R-A-P-R-S-P-K 

SEQ ID N° 9: Acetyl -C-G-R-A-P-R-S-P-K 

SEQ!DN°10: C-G-R-A-P-R-S-P-K-M-V 

SEQ ID N° 1 1 : C-G-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S-G 

SEQ ID N D 12 : R-A-P-R-S-P-G-C 

SEQ ID N° 13 : Acetyl -R-A-P-R-S-P-G-C 

SEQ ID N D 1 4 : Acetyl -C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K 

SEQ ID N° 15 : C-H-R-K-M-V-L-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K 

SEQ ID N° 16 : C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S-G (peptide 
C13P30) 

SEQ ID N° 17 : C-F-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S-G 

SEQ ID N° 18 : C-F-S-l-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S-G 

SEQ ID N° 19 : C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S-(JA 

SEQ ID N° 20 : C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-A-T-pA 

SEQ ID N° 21 : C-F-S-l-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-A-T-pA 

SEQ ID N° 22 : C-F-S-l-R-A-P-R-S-P-A-L-A-S-G-T-A 
ainsi que 

SEQ ID N° 109 : C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S (peptide 
CN32) 

SEQ ID N° 110 : C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K 

SEQ ID N° 111: C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V 

SEQ ID N° 112 : C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q 
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SEQ ID N° 113 



C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G 



SEQ ID N° 114 



Acetyl-C-T-L-R~A-P-R-S-P~K-M-V-Q 
C-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G 



SEQ IDN° 115 



SEQIDN°116 



C-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S 



SEQ ID N° 117 



C-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S-G 



SEQ ID N° 118 



C-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V 



SEQ ID N° 119 



C-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q 



SEQ ID N° 120 



L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-C 
C-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S 



SEQ ID N° 121 



SEQ ID N° 122 



C-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S-G 



NB : pA signifie beta-alanine. 

L'invention a done aussi pour objet un peptide quelconque choisl dans 
le groupe constitue par les sequences ci-dessus. 

Exempie 2 : Couplage d'un peptide a une proteine porteuse pour 
immunisation 

On couple le peptide a une proteine porteuse la KLH (Keyhole Lympet 
Hemocyanin), La thyroglobuline, !a BSA (Bovine Serum Albumin, via 
differentes fonctions (thiol, amine, aldehyde...) de fagon a rendre le peptide 
plus immunogene. L'agent de coupiage utilise pour lie le peptide a la proteine 
peut etre hetero- ou homo-bifonctionel. Les reactifs les plus courarnment 
utilises sont le BS 3, le sSMCC, le SPDP, le glutaraldehyde... L'une des 
techniques de couplage utilisees est ceiie qui utilise comme agent chimique de 
couplage le glutaraldehyde et comme proteine porteuse la KLH. Le couplage 
de la KLH sur le peptide est realise a partir des fonctions amines du peptide 
(groupement N-terminal et groupement amine porte par la lysine 
principalement). 

Une solution du peptide C13P30 de sequence YTLRAPRSPKMVQGSG- 
NH 2 (SEQ ID N° 16) ou de peptide CN32 de sequence YTLRAPRSPKMVQGS- 
NH 2 (SEQ ID N° 109) a 5mg/ml est preparee en tampon PBS Dulbecco NaCI 
0,1 5M a pH 7,4. Un flacon de 20mg de KLH lyophilisee en tampon PBS 
(Pierce # 77600) est repris par 2ml d'eau PPI (eau pour preparation injectable), 
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de fagon a obtenir une solution de KLH a 10mg/ml en tampon PBS. 

1 ml de la solution de peptide (soit 5mg) est meiangee avec 1 ,25ml de 
la solution de KLH (soit 12,5mg). Sous hotte aspirante, 2,25ml d'une solution 
de glutaraldehyde a 2% preparee extamporanement (a partir de glutaladehyde 
a 25%, Sigma # G-5882) sont ajoutes au melange. Afin d'eviter la formation de 
complexes de KLH, la solution de glutaraldehyde a 2% est ajoutee goutte a 
goutte et sous agitation du melange. La reaction de conjugaison se fait 
pendant 2 heures 30 d'incubation a temperature ambiante. La reaction de 
couplage est stoppee par ajout d'une solution de borohydrure de sodium a 100 
mg/ml de facon a atteindre une concentration finale de lOmg/ml. Le melange 
est mis a incuber une nuit a 4°C. Enfin la solution est dialysee sur une nuit a 
4°C contre du tampon PBS Dulbecco a pH 7,4. La solution est enfin aliquotee 
et conservee a -80°C. 



Exemple 3 : Immunisations avec des peptides 

Pour la production d'anticorps polyclonaux, des lapins (femelles de souche 
New Zealand) ont ete immunises a I'aide du peptide Cys- 
YTLRAPRSPKMVQGSG-NH 2 couple a la KLH selon i'exemple 2. A la premiere 
injection, une emulsion de 1,5 ml de peptide couple a la KLH avec 1,5 ml 
d'adjuvant de Freund complet (Sigma # F-5881) est realisee, et 1m! de cette 
derniere emulsion (soit 200 ug de peptide) est injecte par voie intradermique a 
chacun des lapins. Deux rappefs sont realises a 20 jours d'intervalle en 
injectant par voie intradermique 1ml d'une emulsion de peptide couple a la 
KLH (soit 200ug de peptide) avec de I'adjuvant de Freund incomplet (Sigma 
# F-5506). Vingt jours apres le second rappel, un troisieme rappel est effectue 
de la meme maniere que les precedents rappels mais en injection sous- 
cutan6e. Vingt jours apres ce dernier rappel, et apres evaluation du titre en 
anticorps obtenu, les lapins sont saignes. Plus particulierement les anticorps 
polyclonaux des lapins identifies par les numeros # 046 805 et 046 832 
obtenus par immunisation avec le peptide C-YTLRAP RS PKMVQG S-N H2 
(SEQ ID N° 16) couple a la KLH, et du lapin identifie # L01235, obtenus par 
immunisation avec le peptide C-YTLRAPRSPKMVQGS-NH2 (SEQ ID N°109) 
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couple a la KLH, ont ete utilises pour la suite des travaux. 

Exemple 4 : obtention et purification des anticorps 

Avant purification, les serums de lapins sont centrifuges 30 minutes a 4 
500 tours/minute a 4°C. Apres decantation, le serum est dilue de moitie dans 
du tampon glycine 1,5M, a pH 8,0 contenant du NaCI 1M. 

Exemple 4.a : purification des IgG sur proteine A-sepharose 

La purification des anticorps polycionaux est realisee par 
chromatographie d'affinite sur un gel de proteine A-sepharose (Amersham 
Biosciences #17.1279.02). La proteine A extraite de Staphylococcus aureus se 
combine specifiquement au fragment Fc des molecules d'lgG. Ensuite les IgG, 
toutes sous classes confondues, sont eluees a pH 3,0. 

Tous les tampons utilises sont degazes pendant 15 minutes dans un 
bain a ultrasons avant passage dans la colonne, afin de prevenir la formation 
de bulles. 

Une colonne de chromatographie est preparee a t'aide de 12 ml de 
proteine A-sepharose. La colonne de gel est equilibree pendant 40 minutes 
avec de I'eau distiilee et degazee, puis pendant 40 minutes avec du tampon 
PBS Dulbecco a pH 7,4 contenant du NaCI 0,5 M, et enfin avec du tampon 
glycine 1,5 M a pH 8,0 contenant du NaCI 1M, ceci jusqu'a obtention d'une 
ligne de base correcte. 

Ensuite, 10ml de serum de lapin dilue de moitie en tampon glycine 1,5 
M a pH 8,0 contenant du NaCi 1 M, sont passes dans la colonne a un debit de 
0,5ml/mn. Apres apparition du pic d'albumine, les IgG du serum sont eluees a 
I'aide d'une solution d'acide citrique 0,1 M amenee a pH 3,0 avec du tampon 
tris sodium de citrate 0,1 M. Le pic d'elution des IgG est recupere et rapidement 
mis en dialyse en tampon PBS Dulbecco a pH 7,4 une nuit a 4°C. La 
concentration des IgG est determines apres dialyse par lecture de la densite 
optique a 280 nm contre du tampon PBS. 

Apres purification sur proteine A, la reactivite des anticorps polycionaux 
est testee en ELISA sur des cupules revetues soit de proBNP(1-108), soit de 
BNP(1-76), soit de BNP(77-108) adsorbe a 0,25 pg/ml. Les resultats obtenus 



WO 2004/014952 



28 



PCT/FR2003/002483 



pour les anticorps polycionaux du lapin # 046 805 sont presentes dans la 
figure 1. Les anticorps polycionaux du lapin # 046 832 ont donne des resultats 
identiques. Les anticorps polycionaux des lapins # 046 805 et # 046 832 sont 
reiativement specifiques du proBNP(1-108). Nous avons cependant pu noterla 
presence d'une faible reactivite anti-BNP(77-108) a des concentrations 
elevees, reactivite que nous avons pu supprimer en rendant les anticorps 
polycionaux de ces lapins monospecifiques par epuisement sur resine 
BNP-K 3 -NHS-sepharose, selon le procede decrit dans I'exemple 4.b. 

Exemple 4.b : Epuisement des IgQ sur resine BNP-K3-NHS-sepharose 

Le but de cette operation est d'eliminer la reactivite croisee observee vis 
avisduBIMP(77-108). 

La reactivite croisee de I'anticorps polyclonal obtenue etant localisee en 
position N-terminale de la molecule de BNP(77-108), il etait important de bien 
presenter cette region du BNP(77-108) aux immunoglobuiines a eliminer. 
A ces fins, le BNP(77-108) a ete synthetise avec une extension de 3 residus 
de lysine en position C-terminale (BNP-K 3 ) afin de favoriser son couplage a la 
resine NHS-sepharose par son extremite C-terminale. 

Le BNP-K 3 : S-P-K-M-V-Q-G-S-G-C-F-G-R-K-M-D-R-l-S-S-S-S-G-L-G- 
C-K-V-L-R-R-H-K-K-K (SEQ ID n° 104) a ete synthetise sur un synthetiseur 
Pioneer, en utilisant la chimie « Fmoc » (9-fluorenylmethyloxy carbonyl) citee 
ci-dessus sous I'exemple 1. 

5 mg de BNP-K 3 sont dissous a I'aide du tampon NaHC03 100mM, a 
pH 8,3 aditionne de NaCl 0,5M a une concentration de 10mg/ml. 2ml de resine 
NHS-sepharose (NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow, Amerscham 
Biosciences # 17.0906.01} sont centrifuges 30 secondes a 1000 tours/mn a 
4°C. La resine est lavee avec 15ml d'une solution d'HCl 1mM froid. Apres 
centrifugation et elimination de ia solution d'HCl, la resine est melangee au 
ligand BNP-K3 a 10mg/ml. Le melange est mis a incuber 1 heure a 
temperature ambiante sous agitation lente. Apres centrifugation et elimination 
de la solution de ligand, les groupements non reactifs de la resine sont bloques 
a ['aide de 5ml de tampon glycine 0,1M, a pH 8,0. Le melange est mis a 
incuber 1 heure a temperature ambiante sous agitation lente. Apres 
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cenirifugation et Elimination du tampon de blocage, la resine est reprise par 
5 ml de tampon NaHC03 100mM, a pH 8,3 additionne de NaCI 0,5M. Quatre 
lavages a I'aide de ce tampon sont realises. Au dernier lavage, le melange est 
depose sur line colonne de chromatographie. 

Apres preparation de la colonne de chromatographie, 10mg d'lgG du lapin 

# 046 805 ou du lapin # 046 832 sont deposes sur la colonne. Une pompe 
peristaltique rellee a la colonne permet de faire circuler les IgG du serum de 
lapin toute une nuit a 4°C. Le lendemain, la solution d'lgG est recuperee (= 
filtrat). La fraction d'lgG liee sur le BNP-K 3 est eluee (= eluat) a I'aide du 
tampon Tris 20mM, a pH 8,0 contenant de I'uree 5M. On teste ensuite I'eluat et 
le filtrat afin de s'assurer de I'efficacite de I'epuisement. Les figures 2 et 3 
montrent les resultats des tests realises en ELISA avec le filtrat des serums 
polyclonaux des lapins # 046 805 et # 046 832, respectivement. Les figures 4 
et 5 montrent les resultats des tests realises en ELISA avec I'eluat des serums 
polyclonaux des lapins # 046 805 et # 046 832, respectivement. 

Comme c'etait attendu, le filtrat des serums polyclonaux des lapins 

# 046 805 et # 046 832 est specifique du proBNP{1-108) : aucune reactivite 
n'est observee sur le BNP(1-76) ni sur le BNP(77-108). L'eluat conserve une 
reactivite vis a vis du proBNP(1-!08) importante, mais egalement une reactivite 
vis a vis du BNP(77-108). Ces resultats confirment I'efficacite de I'epuisement 
du serum polyclonal du lapin sur la resine BNP-K3-NHS-sepharose. 

Le BNP(77-108) provient de Sigma (# B-5900), tandis que le 
proBNP(1-108) et le BNP(1-76) ont ete produits sous forme de proteines 
recombinees exprimees apres clonage dans le vecteur pGEX-2T (Amersham 
Pharmacia Biotech) et transfection chez E coll, par les techniques classiques 
bien connues de I'homme du metier. Le vecteur d'origine a ete fourni par la 
societe Berlex Biosciences (Richmond, CA, USA) et sa preparation est decrite 
par Yan et al. (PNAS, 2000, vol. 97, pp. 8525-8529). La concentration du 
proBNP(1-108) et celle du BNP{1-76) ont ete determinees par la methode 
Bradford de dosage colorimetrique des proteines (Bradford M. Anal. Biochem. 
1976; 72:248-54). 
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Exemple 5 : Determination du pourcentage de reaction croisee des 
anticorps anti proBNP(1-108) des iapins # 046 805 et # L01235 vis a vis du 
BNP(1-76) et du BNP(77-108) 

Materieis : 

1) Phase solide : microplaque Maxisorp a fond plat, Nunc (Danemark). 

2) Le BNP(77-108) provient de Sigma (# B-5900), tandis que le 
proBNP(1-108) et le BNP(1-76) ont ete produits sous forme de proteines 
recombinees. La concentration de ces solutions de proteines a ete determinee 
par !a methode Bradford de dosage colorimetrique des proteines (Bradford M. 
Anal. Biochem. 1976;72:248-54). 

3) Le conjugue utilise est un anticorps polyclonal anti-igG de lapin 
couple a la peroxidase (Sigma # A-9169) 

4) Tampon de saturation : tampon PBS Dulbecco a pH 7,4 contenant 
1 % d'albumine bovine serique (BSA, Sigma #A-7888) 

5) Tampon de dilution : tampon PBS Dulbecco a pH 7,4 contenant 
0,1 % de BSA et 0,1% de Tween 20. 

6) Solution de lavage : tampon PBS Dulbecco a pH 7,4 contenant 0,1% 
de Tween 20. 

7) Solution de revelation: la solution de revelation est composee : 

7a) d'un tampon substrat : Solution d'acide citrique 0,01 M, et de citrate 
trisodique 0.04M contsnant de l'H 2 0 2 a 0,33%, de pH final 5,6, et 

7b) d'un chromogene : comprimes d'OPD (orthophenyienediamine). 1 
comprime d'OPD a dissoudre dans 10ml de tampon substrat. 

8) Solution d'arret : H2S04 4N. 

Protocols : 

Le test consiste a evaluer I'immunoreactivite des anticorps polyclonaux 
directement sur les differentes proteines immobilisees dans les cupules d'une 
plaque de microtitrage. 

/ Plusieurs solutions de sensibilisation en tampon PBS Dulbecco pH 
7,4 sont tout d'abord preparees : une premiere contenant du BNP{77-108) a 
0,25^g/ml, une deuxieme contenant du proBNP(1-108) a 0,25ng/ml, une 
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troisieme contenant du BNP(1-76) a 0,25ug/ml, et une quatrieme contenant de 
ia GST (proteine temoin bruit de fond) a 0,25ug/ml. 

•S 100ut de chacune de ces solutions sont deposes separement dans 
les puits d'une micropiaque. 

/ La micropiaque est mise a incuber pendant une nuit a 4°C. 

S Apres elimination de la solution de sensibilisation, la micropiaque est 
lavee a I'aide de 300 pi d'un tampon PBS Dulbecco a pH 7,4 contenant 0,1% 
de Tween 20, puis saturee par addition de 250uf du tampon PBS Dulbecco a 
pH 7,4 contenant 1% de BSA. 

■/ La micropiaque est alors mise a incuber pendant 1 heure a 37°C. 

V La micropiaque est ensuite lavee (3 fois) a I'aide de ia solution de 
lavage. 

V Dans chaque cupule, 100ul de solution d'anticorps polyclonal, 
prealablement dilue a 2 et 1pg/ml pour le serum polyclonal du lapin # 046 805 
et au 1/2500 et 1/5000 pour le serum polyclonal du lapin # L01235, sont 
deposes. 

V Le milieu reactionnel est mis a incuber 2 heures a temperature 
ambiante 

V La micropiaque est ensuite lavee 3 fois avec 300ul de la solution de 
lavage. 

^ I00pl du conjugue anticorps polyclonal antt-IgG de lapin couple a la 
peroxydase, dilue au 1/8000 en tampon de dilution, sont ajoutes 
dans chaque puits de la micropiaque. 
S Le milieu reactionnel est mis a incuber pendant 1 heure a 
temperature ambiante. 

/ Les plaques sont ensuite lavees (5 lavages) avec 300ul de la 
solution de lavage. Dans chaque cupule, 100 pi de la solution de revelation 
sont distribues. On laisse la reaction se developper a I'obscurite pendant 20 
minutes a temperature ambiante (18-24°C). 

V Ensuite 50 pi de la solution d'arret sont distribues dans chaque 
cupule. 

/ Apres arret de la reaction, la lecture de la densite optique est 
effectuee au spectrophotometre a 490/620 nm. 
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Tableau I ; Resultats de la determination du pourcentage de reaction 
croisee des anticorps polyclonaux des lapins #046 805, et #L01235 vis a 
vis du BNP{1-76) et du BNP(77-108) 

Pour un anticorps anti proBNP(1-108) donne, teste sur )e BNP(77-108) 
adsorbe a 0,25ug/ml, sur le proBNP(1-108) adsorbe a 0,25ug/ml et sur la GST 
adsorbee a 0,25ug/ml, on calcute !e pourcentage de la reaction croisee de 
I'anticorps avec le BNP(77-108) a I'aide de la formule suivante: 

DO (BNP77-103) - DO(GST) 

% = x 100 

DO (praBNP1-108) " DO(GST) 

Pour un anticorps anti proBNP(1-1 08) donne, teste sur le BNP(1-76) adsorbe a 
0,25ug/m1, sur le proBNP(1-108) adsorbe a 0,25pg/ml et sur la GST adsorbee 
a 0,25ug/ml, on calcuie le pourcentage de la reaction croisee de i'anticorps 
avec le BNP(1-76) a I'aide de la formule suivante : 

DO (BNP1-76) " DO(GST) 

%= X100 

DO (proBNP1-108) " DO(GST) 





% reaction croisee 




serum 
polyclonal 
#046 805 a 

1ug/mi 


serum 
polyclonal 
#046 805 a 
2 pg/ml 


serum 
polyclonal 
#L01235 

1/5000 


serum 
polyclonal 
#L01235 

1/2500 


BNP(77-108) 
a 0,25pg/ml 


1,44% 


2,13% 


3,55 % 


4,3% 


BNP(1-76) 
a 0,25ug/ml 


1,00% 


1,29% 


0,21% 


0,00% 



Conclusion : La reaction croisee des anticorps polyclonaux de ces serums est 
inferieure a 2% sur le BNP(1-76) et inferieure a 5% sur le BNP(77-108). La 
reactivite croisee vis a vis du BNP(77-108) peut §tre elimlnee par le precede 
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d'epuisement decrit dans I'exemple 4.b. Cependant, comme c'est decrit dans 
les exemples 19 et 20, dans tes conditions d'un dosage 
immunoenzymometrique du proBNP(1-108), el aux concentrations de BNP(77- 
108) et de BNP(1-76) habituellement retrouvees chez les patients, ces 
anticorps polyclonaux peuvent etre utilises dans leur version non epuisee sans 
entramer I'apparition de reaction croisee. 

Exemple 6 : identification de I'epitope reconnu par les serums 
polyclonaux des lapins #046 805 et #046 832 avant et apres epuisement 
sur resine BNP-K 3 -NHS-sepharose 

Les serums polyclonaux des lapins # 046 805 et # 046 832 avant et 
apres epuisement sur resine BNP-K3-NHS-sepharose ont ete testes par la 
methode spot afin d'identifier I'epitope reconnu par ces serums polyclonaux. 
Cette methode, decrite par Frank (Tetrahedron, 1992; 48:9217-32), permet la 
synthese rapide sur membrane de nitrocellulose d'un grand nombre de 
peptides de sequences predefinies. Les protocoies utilises sont ceux decrits 
par Molina et al. (Pept. Res., 1996; 9:151-5). Sur une feuille de papier sont 
creees des zones circulaires (spots) d'environ 5 mm de diametre, comportant 
une fonction aminee, qui servent de point d'ancrage a I'acide amine Oterminal 
du peptide synthetique. L'allongement de la chaTne peptidique s'effectue par 
additions successives de Fmoc-acides amines actives. Les chaTnes laterales 
des acides amines sont bloquees par des groupements chimiques adequats. 
Tous les peptides sont synthetises avec leur residu N-terminal N-acetyle. A 
['issue de la synthese, les chaTnes laterales sont deprotegees par action de 
I'acide trifluoroacetique. Ce traitement n'affecte pas la liaison entre le peptide 
et le support cellulosique, et la reactivite des peptides peut etre evaluee par un 
essai colorimetrique. 

La serie de peptides synthetises sur membrane est constitute de 
32 pentadecapeptides decales de 3 residus d'acides amines representant la 
totalite de la sequence du proBNP(1-108). 
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Tableau II : Membrane spot constitute de 32 pentadecapeptides 
decales de 3 en 3 residus d'acides amines representant la totalite de la 
sequence du proBNP(1-108). 



Sequence 


N" spot 


Sequence 


N° spot 


H P LG SP GS AS DLETS 
(SEQ ID n° 23) 


1 


GVWKSREVATEGIRG 
(SEQ ID n° 39) 


17 


GSPGSASDLETSGLQ 
(SEQ ID n° 24) 


2 


KSREVATEGIRGHRK 
(SEQ ID n u 40) 


18 


GSASDLETSGLQEQR 
(SEQ iD n° 25) 


3 


EVATEGIRG HRKMVL 
(SEQ ID n° 41) 


19 


SDLETSGLQEQRNHL 
(SEQ ID n° 26) 


4 


TEGIRGHRKMVLYTL 
(SEQ ID n° 42) 


20 - 


ETSGLQEQRNHLQGK 
(SEQ ID n° 27) 


5 


IRGHRKMVLYTLRAP 
(SEQ ID n" 43) 


21 


6LQEQRNHLQGKLSE 
(SEQ ID n° 28) 


6 


HRKMVLYTLRAPRSP 
(SEQ ID n° 44) 


22 


EQRNHLQGKLSELQV 
(SEQ ID n° 29) 


7 


MVLYTLRAPRSPKMV 
(SEQ ID n° 45) 


23 


N HLQGKLSELQVEQT 
(SEQ ID n" 30) 


8 


YTLRAPRSPKMVQGS 
(SEQ ID n°46) 


24 


QGKLSELQVEQTSLE 
(SEQ ID n°31) 


9 


RAPRSPKMVQGSGCF 
(SEQ ID n° 47) 


25 


LSELQVEQTSLEPLQ 
(SEQ ID n° 32) 


10 


RSPKMVQGSGCFGRK 
(SEQ ID n" 48) 


26 


LQVEQTSLEPLQESP 
(SEQ ID n° 33) 


11 


KMVQGSGCFGRKMDR 
(SEQ ID n° 49) 


27 


EQTSLEPLQESPRPT 
(SEQ ID n° 34) 


12 


QGSGCFGRKMDRISS 
(SEQ ID n° 50) 


28 


SLEPLQESPRPTGVW 
(SEQ ID n" 35} 


13 


GCFGRKMDRISSSSG 
(SEQ ID n° 51) 


29 


PLQ ESPRPTGVWKSR 
(SEQ ID n° 36) 


14 


GRKMDRISSSSGLGC 
(SEQ ID n° 52) 


30 


ESPRPTGVWKSREVA 
(SEQ ID n° 37) 


15 


MDRISSSSGLGCKVL 
(SEQ ID n° 53) 


31 


RPTG VWKSREVATEG 
(SEQ ID n° 38) 


16 


ISSSSGLGCKVLRRH 
(SEQ ID n° 54) 


32 



WO 2004/014952 



35 



PCTYFR2003/002483 



Apres saturation de ia membrane a I'aide de 30 ml du tampon 
TBS (Tris Buffer Saline) a pH 7,0 additionne de Tween 20 a 0,1%, de Blocking 
buffer a 5% (Euromedex # SU-07-250), et de saccharose a 5%, la reactivite de 
20 ml du serum polyclonal de lapin dilue a 10pg/ml est testee (sur une 
incubation de 1 heure 30 minutes a 37°C sous agitation). Apres lavage avec le 
tampon TBS a pH 7,0 additionne de Tween 20 a 0,1%, 20 ml de conjugue 
anti-igG de lapin couple a la phosphatase alcaline (Sigma # A-8025) sont mis 
a incuber 1 heure a temperature ambiante sous agitation. Enfin, apres une 
derniere serie de lavages avec 30 ml de solution de lavage, la revelation des 
spots est realisee par addition de 30 ml de solution de substrat {solution de 
30ml de tampon CBS (Citrate Buffer Saline) a pH 7,0 contenant 120pl de BCIP 
(5-bromo-4-chloro-3-lndoly! phosphate) 0,1 5M, 150ul de MgCI 2 1M et 180ul de 
MTT (Thiazoly! blue tetrazolium bromide) 0,1 M. Apres scanerisation de la 
membrane, I'intensite des spots de la membrane est evaluee (en unites- 
d'intensite relatives) a I'aide d'un logiciel de traitement d'image. Le bruit de fond 
est calcule a partir des spots non detectes par I'antiserum. Les resultats de 
I'analyse ep'rtopique du serum polyclonal du lapin # 046 805 avant epuisement 
sont presentes dans la figure 6. Cinq peptides (spots 22 a 26) sont detectes 
par le serum polyclonal, et la sequence commune a ces cinq peptides est 
R76S77P. Cependant, la reactivite est nettement augmentee lorsque le motif 
RAP se rajoute en position N-terminale du motif R78S77P. Les resultats de 
I'analyse epitopique du serum polyclonal du lapin # 046 805 apres epuisement 
sur resine BNP-K 3 -NHS-sepharose sont presentes dans la figure 7. Quatre 
peptides (spots 22 a 25) sont detectes par le serum polyclonal, et la sequence 
commune a ces 4 peptides est RAPR 76 S 7 7P. Contrairement a ce qui est 
observe pour le serum polyclonal avant epuisement, aucune reactivite sur le 
motif R76S77P seul n'est observe (spot 26). Ceci explique qu'apres epuisement 
sur resine BNP-K 3 -NHS-sepharose, le serum polyclonal ne detecte plus le 
BNP(77-108) [pour rappel, le motif S 77 P correspond aux deux premiers acides 
amines de la sequence du BNP(77-108)]. En conclusion ("epitope reconnu par 
le serum polyclonal du lapin # 046 805 rendu monospecifique est RAPR76S77P. 

Des resultats tout a fait identiques ont ete obtenus a I'aide du serum 
polyconal du lapin # 046 832 : I'epitope reconnu par le serum polyclonal de ce 
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lapin rendu monospecifique est egalement RAPR76S77P. 

Exemple 7 : identification de I'epitope minimum des serums polycionaux 
des lapins # 046 805 et # 046 832 avant et apres epuisement, par la 
5 methode de I'Ala-scan 

Les serums polycionaux des lapins # 046 805 et # 046 832, avant et 
apres epuisement sur resine BNP-K 3 -NHS-sepharose, ont ete testes par la 
methode spot (decrite dans I'exemple 6) afin d'identifier I'epitope minimum, 
dans le peptide charniere, permettani ia reconnaissance specifique du seul 

10 proBNP{1-108) par les serums polycionaux. On a synthetise une membrane 
constitute de 16 pentadecapeptides reprenant la sequence du peptide 
charniere YTLRAPRSPKMVQGS st porteurs d'une substitution de proche en 
proche d'un acide amine par un residu alanine (Alanine-scanning ou « Ala- 
scan ») ou glycine, substitution a chaque fois decaiee vers la droite d'un residu 

15 d'acide amine (tableau Hi). Les resuitats de ('analyse Ala-scan des serums 
polycionaux des lapins # 046 805 et # 046 832 avant et apres epuisement sur 
resine BNP-K 3 -NHS-sepharose sont presentes dans le tableau III. 

20 Tableau III : membrane spot a 16 pentadecapeptides 
YTLRAPRSPKMVQGS porteurs d'une substitution de proche en proche 
de chaque acide amine par un residu alanine ou glycine. Reactivity des 
serums polycionaux des lapins # 046 805 et # 046 832 avant et apres 
epuisement sur resine BNP-K 3 -NHS-sepharose. 



25 



SEQ ID 


Sequence 


N" spot 


ReadMte 


Reactlvlte (en 


Reactivlte (en 


Reactivlte (en 








(en unites 


unites 


unites d'intensite 


unites d'intensite 








d'intensite 


d'intensite 


relatives) serum 


relatives) serum 








relatives) 


relatives) serum 


poiyclonal lapin# 


polyclonal lapin 








serum 


polyclonal lapin 


046 B32 non 


# 046 832 Spuise 








polyclona! 
lapin 


# 046 805 
epuise 


epuise 










# 046 805 
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non epuise 








SEQ ID n° 
46 


YTLRAPRSPKMV 


716 


84 


69 


151 


132 


SEQ ID n° 

55 


ATLRAPRSPKMV 
QGS 


717 


90 


68 


148 


130 


SEQ ID n° 

56 


YALRAPRSPKMV 
QGS 


718 


101 


71 


154 


130 


SEQ ID n° 
57 


YTARAPRSPKMV 
QGS 


719 


108 


77 


152 


133 


SEQ ID n° 
58 


YTLAAPRSPKMV 
QGS 


720 


101 


39 


148 


106 


SEQ ID n° 
59 


YTLRGPRS PKM V 
QGS 


721 


93 


39 


156 


132 


SEQ ID n" 
60 


YTLRMRSPKMV 
QGS 


722 


103 


96 


137 


48 


SEQ ID n° 

"' 81 


YTLRAPASPKMV 
QGS 


723 


50 


23 


150 


116 


SEQ ID n° 
62 


YTLRAPRAPKMV 
QGS 


724 


58 


44 


148 


113 


SEQ ID n" 

63 


YTLRAP RSAKMV 
QGS 


725 


74 


41 


85 


67 


SEQ ID n° 
64 


YTLRAPRSPAMV 
QGS 


726 


138 


118 


157 


148 


SEQ ID n° 
65 


YTLRAPRSPKAV 
QGS 


727 


98 


77 


150 


130 


SEQ ID n° 
66 


YTLRAPRSPKMA 
QGS 


728 


100 


68 


138 


-130 


SEQ ID n° 
67 


YTLRAPRSPKMV 
AGS 


729 


95 


71 


142 


133 


SEQ ID n° 
68 


YTLRAPRSPKMV 
QAS 


730 


107 


78 


143 


134 


SEQ ID n° 
69 


YTLRAPRSPKMV 
QGA 


731 


112 


68 


153 


132 



NB : les residus alanine ou glycine substitues aux acides amines initiaux sont 
souiignes (Aet G), 



WO 2004/014952 



38 



PCT7FR2003/002483 



Les acides amines critiques dans la reconnaissance de I'epitope 
reconnu par le serum polyclonal du lapin # 046 805 avant epuisement sont 
RreSyyP, tandis qu'apres epuisement du serum polyclonal du lapin # 046 805 
sur resine BNP-K 3 -NHS-sepharose, outre le motif R76S77P, le motif RA devient 
contributes. Pour le serum polyclonal du lapin # 046 832 avant epuisement, 
seule la proline P 76 est contributrice, tandis qu'apres epuisement du serum 
polyclonal du lapin # 046 832 sur resine BNP-K 3 -NHS-sepharose, le motif 
contributeur est R-PR 76 S 7 7P. Ces resultats montrent done que I'epitope 
minimum obligatoire dans la reconnaissance specifique du proBNP(1-108) par 
les anticorps poiyclonaux des iapins # 046 805 et #046 832 est RAPR 76 S 7 7P. 

Exemple 8 : identification de I'epitope minimum du serum polyclonal du 
lapin #L01235, par la methode de I'Ala-scan 

Le serum polyclonal du lapin # L01235, specifique d'emblee du 
proBNP{1-108) (epuisement inutile), a ete teste par la methode spot (decrite 
dans I'exemple 6) afin d'identifier I'epitope minimum, dans le peptide chamiere, 
permettant la reconnaissance specifique du seul proBNP(1-108) par le serum 
polyclonal. La membrane utilisee est celle decrite dans I'exemple 7. Les 
resultats de I'analyse Ala-scan du serum polyclonal du lapin # L01235 sont 
presentes dans le tableau IV. 

Tableau IV : membrane spot a 16 pentadecapeptides 
YTLRAPRSPKMVQGS porteurs d'une substitution de proche en proche 
de chaque acide amine par un residu alanine ou glycine. Reactivite du 
serum polyclonal du lapin # L01235. 



SEQ ID 


Sequence 


Reactivite (en unites d'intensite 
relatives) serum polyclonal du 
lapin #L01 235 


SEQ !D n° 46 


YTLRAPRSPKMVQGS 


| 94 


SEQ ID n° 55 


ATLRAPRSPKMVQGS 


91 


SEQ ID n-56 


YALRAPRSPKMVQGS 


84 


SEQ ID n° 57 


YTARAPRSPKMVQGS 


92 
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SEQ ID n° 58 


YTLAAPRSPKMVQGS 


66 


SEQ ID n° 59 


YTLRGPRSPKMVQGS 


71 


SEQ ID n° 60 


YTLRAARSPKMVQGS 


67 


SEQ ID n° 61 


YTLRAPASP KM VQGS 


71 


SEQ ID n° 62 


YTLRAPRAPKMVQGS 


4Z 


SEQ ID n° 63 


YTLRAPRSAKMVQGS 


53 


SEQ ID n° 64 


YTLRAPRSPAMVQGS 


102 


SEQ ID n° 65 


YTLRAPRSPKAVQGS 


73 


SEQ ID n° 66 


YTLRAP RS PKMAQG S 


70 


SEQ ID n" 67 


YTLRAPRSPKMVAGS 


70 


SEQ ID n° 68 


YTLRAPRSPKMVQAS 


83 


SEQ ID n° 69 


YTLRAPRSP KM VQG A 


80 



NB : [es residus alanine ou glycine substitues aux acides amines initiaux sont 
soulignes (A et G). 

5 Comme pour les serums polyclonaux des lapins # 046 805 et # 046 832 

(exemple 7), ces resultats montrent que ['epitope minimum obligatoire dans la 
reconnaissance specifique du proBNP(1-108) par les anticorps polyclonaux du 
lapin # L01 235 est RAPR 76 S 7 7P. 

10 Exemple 9: Immunisation de souris avec ia proteine recombinee 
proBNP{1-108) 

On a immunise des souris de souche BALB/c (femelles agees de 
6 semaines) a ['aide du proBNP(1-108) recombine decrit dans I'exemple 4.b, 
par les techniques classiques bien connues de I'homme du metier. A la 

15 premiere injection, une emulsion de 1 ml de proBNP(1-108) avec 1ml 
d'adjuvant de Freund complet (Sigma # F-5881) est realisee, et 300pl de cette 
emulsion (soit lOOug de proteine) sont injectes par voie sous-cutanee a 
chacune des souris. Deux rappels sont realises a 15 jours d'intervalle par 
injection par voie intraperitoneale de 300pl d'une emulsion de proBNP(1-108) 

20 (soit 100ug de proteine) avec de Tadjuvant de Freund incomplet (Sigma 
# F-5506). Quinze jours apres le second rappel, un troisieme rappel est 
effectue de la meme maniere que les precedents rappels mais en injection 
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sous-cutanee. Enfin, 15 jours apres ce dernier rappef, on realise des 
prelevements sanguins sur les souris pour analyser la reponse immunitaire par 
la technique spot. La reponse immunitaire de !a souris 12 s'est averee 
particulierement interessante pour ia suite des travaux. 

Exemple 10 : Identification des epitopes reconnus par les anticorps 
polycionaux de la souris 12 sur la sequence du proBNP(1»108) 

La methode spot utilisee pour identifier les epitopes reconnus par les 
anticorps polycionaux de la souris 12 sur la sequence du proBNP(1-108) est 
decrite dans ['exemple 6. 

La serie de peptides synthetises sur membrane est constitute de 94 
pentadecapeptides, decales chacun d'un residu d'acide amine, representant la 
totalite de la sequence du proBNP(1-108). La reactivite du serum polyclonal de 
la souris 12 dilue au 1/500eme est testee sur cette membrane comme c'est 
decrit dans I'exemple 6. Apres scanerisation de la membrane, I'intensite des 
spots de la membrane est evaluee (en unites d'intensite relatives) a I'aide d'un 
logiciel de traitement d'image. Le bruit de fond, caicule a partir des spots non 
detectes par ['antiserum, etait de 30 unites d'intensite relatives. 

Trois regions situees en position N-terminale de ia sequence du 
proBNP(1-108) sont ainsi particulierement bien detectees par les anticorps de 
^antiserum de !a souris 12 ; sequence HiPLGSPGSASDLETS 15 (SEQ ID N° 
23) (spots 1 a 12), sequence L 17 QEQRNHLQGK 27 (SEQ ID N° 123) (spots 17 
a 27) et sequence UeEPLQESPRPTG^ (SEQ ID N° 124) (spots 38 a 49). 

De fagon surprenante, I'antiserum de la souris 12 contient egalement 
des anticorps capables de reconnaTtre des spots dont ia sequence peptidique 
comprend le motif RAPR 76 S 7 7P : spots 64 a 68. Les sequences peptidiques 
des spots sont decrites dans le tableau V. 

Tableau V : Epitopes de la region charniere reconnus, a i'aide de ia 
technique spot, par i'antiserum de la souris 12. 
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spot 


s§quence peptidique du 
spot detects 


reactivtte en 
unites 
relatives 
d'intensite 


N° 
spot 


sequence peptidique du 
spot d&ecte 


reactivite en 
unites relatives 
d'intensite 


1 


HPLGSPGSASDLETS 
(SEQ ID n° 23) 


177,0 


38 


LEPLQESPRPTGVWK 
(SEQ ID n" 88) 


177,0 


2 


PLGSPGSASDLETSG 
(SEQ ID n" 70) 


170,0 


39 


EPLQESPRPTGVWKS 
(SEQ ID n" 89) 


188,0 


3 


LGSPGSASDLETSGL 
(SEQ IDn°71) 


145,7 


40 


PLQESPRPTGVWKSR 
(SEQ ID n° 90) 


109,0 


4 


GSPGSASDLETSGLQ 
(SEQ ID n° 24) 


166,3 


41 


LQESPRPTGVWKSRE 
(SEQ ID n" 91) 


166,0 


5 


SPGSASDLETSGLQE 
(SEQ ID rT 72) 


185,0 


42 


QESPRPTGVWKSREV 
(SEQ ID n°92) 


164,0 


6 


PGSASDLETSGLQEQ 
{SEQ ID n" 73) 


169,3 


43 


ES PRPTG VWKSREVA 
(SEQ ID n a 93} 


147,0 


7 


GSASDLETSGLQEQR 
(SEQ ID n° 25) 


155,2 


44 


ESPRPTGVWKSREVA 
(SEQ ID n° 93) 


149,0 


8 


SASDLETSGLQEQRN 
(SEQ ID n° 74) 


176,5 


45 - 


SPRPTGVWKSREVAT 
(SEQ ID n° 94) 


175,0 


9 


ASDLETSGLQEQRNH 
(SEQ ID n° 75) 


108,0 


46 


PRPTGVWKSREVATE 
(SEQ ID n° 95) 


186,0 


10 


SDLETSGLQEQRNHL 
(SEQ ID n" 76) 


118,3 


47 


RPTGVWKSREVATEG 
(SEQ IDn-16) 


171,0 


11 


DLETSGLQEQRNHLQ 
(SEQ ID n° 77) 


121,0 


48 


PTGVWKSREVATEGI 
{SEQ ID n° 96) 


148,0 


12 


LETSGLQEQRNHLQG 
(SEQ ID n° 78) 


101,0 


49 


TGVWKSREVATEGI R 
(SEQ ID n 6 97) 


72,0 


17 


LQEQRNHLQGKLSEL 
_[SEQ ID n° 79) 


99,0 


61 


IRGHRKMVLYTLRAP (SEQ 

ID n° 98) 


105,8 


18 


QEQRNHLQGKLSELQ 
(SEQ ID n° 80) 


179,8 


62 


RGHRKMVLYTLRAPR 
(SEQ ID n° 99) 


97,7 


19 


EQRNHLQGKLSELQV 
(SEQ ID n° 29) 


189,6 


63 


GHRKMVLYTLRAPRS 
(SEQ IDn°100) 


95,9 


20 


QRNHLQGKLSELQVE 
(SEQ ID n* 81) 


211,8 


64 


HRKMVLYTLRAPRSP (SEQ 
ID n° 53) 


92,8 


21 


RNHLQGKLSELQVEQ 


219,0 


65 


RKMVLYTLRAPRSPK (SEQ 


48,0 
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(SEQ ID n° 82) 






ID n" 101) 




22 


NHLQGKLSELQVEQT 
(SEQ ID n°30) 


213,3 


66 


KMVLYTLRAPRSPKM 
(SEQ ID n° 102) 


48,0 


23 


HLQGKLSELQVEQTS 
(SEQ ID n° 83) 


202,6 


67 


MVLYTLRAPRSPKMV 
(SEQ ID n° 45) 


42,1 


24 


LQGKLSELQVEQTSL 
(SEQ !D n° 84) 


189,5 


68 


VLYTLRAPRSPKMVQ <SEQ 
ID n" 103) 


38,4 


25 


QGKLSELQVEQTSLE 
(SEQ ID n° 85) 


187,3 








26 


GKLSELQVEQTSLEP 
(SEQ ID n° 86) 


36,6 








27 


KLS ELQVEQTSLEP L 
(SEQ ID n° 87) 


69,9 









Exemple 11 : Obtention d'anticorps monoclonaux reconnaissant defagon 
specifique le proBNP(1-108), a ('exclusion substantiate du BNP(1-76) et 
du BNP(77-108) 

La souris (femelle BALB/c de 5 semaines) selectionnee pour la 
production d'anticorps monocionaux a ete immunisee avec le peptide SEQ ID 
N° 16 C-YTLRAPRSPKMVQGSG-NH2 (C13P30) couple a la KLH (Keyhole 
Limpet Hemocyanin) selon le protocole suivant' : 100pg du peptide couple a la 
KLH dilue volume a volume avec de I'adjuvant complet de Freund ont ete 
injectes parvoie sous-cutanee. Quatre rappels ont 6te effectues a un intervalle 
de 3 semaines avec 100ug du peptide couple a la KLH dilue volume a volume 
avec de ['adjuvant incompiet de Freund, injectes par voie sous-cutanee. 

Trois jours avant la realisation de la fusion lymphocytaire, la souris a 
subi une hyper-immunisation selon le protocole suivant : la dose totale 
d'immunogene, ici 100ug de peptide C-YTLRAPRSPKMVQGSG-NH2 couple a 
la KLH en tampon PBS sterile, est fractionnee en 4 injections. La premiere et 
la seconde injections correspondent chacune a 1/10eme de la dose totale. Ces 
injections sont reaiisees par voie sous-cutanee en differents endroits et a 45 
minutes d'intervalle. La troisieme injection, qui correspond aux 2/10emes de la 
dose totale, est realisee 45 minutes apres la seconde injection, par voie sous- 
cutanee. Trente minutes apres la troisieme injection, une injection par voie 
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intraperitoneale de 100ul d'une solution de promethazine a 1mg/ml en PBS 
sterile (Phenergan a 2,5%, Laboratoires Medeva Parma) est realisee afin de 
prevenirtout choc anaphylactique. Enfin 15 minutes apres, ia derniere injection 
correspondant aux 6/10emes de la dose totale est effectuee par voie 
intraperitoneale. 

L'hybridation lymphocytaire est realisee selon ia methode decrite 
par Koehler et Milstein (Nature, 1975; 256:495-97). Elle est realisee a partir 
des cellules lymphocytaires extraites de la rate de la souris et des cellules 
myelomateuses (P3-X63-Ag8.653) prealablement mises en culture en milieu 
RPMI 1640 (Bio-Whittaker # BE12-167F), complemente avec un melange de 
L-glutamine, penicilline et streptomycine (Sigma # G-6784), additionne de 10% 
de serum de veau foetal prealablement decomplemente (Bio-Whittaker 
#BE02701E) et de 8-azaguanine (Sigma # A-8526). Les cellules 
lymphocytaires et les cellules myelomateuses, prealablement placees en 
milieu RPMI 1640 (Bio-Whittaker # BE12-167F) complemente avec un 
melange de L-glutamine, penicilline et streptomycine (Sigma # G-6784) sans 
addition de serum de veau foetal, sont melangees a raison de 5 cellules 
lymphocytaires pour 1 cellule myelomateuse. Apres centrifugation du melange 
7 minutes a 900 tr/mn a temperature ambiante, et remise en suspension du 
culot ceilulaire, 1ml de polyethylene glycol Hybri-Max® (Sigma # P-7777) est 
ajoute. Apres 1 minute d'incubation au bain marie a 37°C, les cellules sont 
centrifugees pendant 1 minute ettrente secondes a 1000 tr/mn a temperature 
ambiante. Enfin apres incubation de 2 minutes au bain marie a 37°C, le culot 
est remis en suspension et 6 ml de miiieu RPMI 1640 (Bio-Whittaker 
# BE12-167F) complemente avec un melange de L-glutamine, penicilline et 
streptomycine (Sigma # G-6784) prealablement place a 37°C, sont ajoutes a 
raison de 100pl toutes les 5 secondes, et 9ml de ce m§me milieu sont ajoutes 
en une fois. Apres centrifugation pendant 10 minutes a 900 tr/mn a TA, et 
elimination du surnageant, le cuiot est repris par du milieu RPMI 1640 (Bio- 
Whittaker # BE12-167F), complemente avec un melange de L-glutamine, 
penicilline et streptomycine (Sigma # G-6784), additionne de 15% de serum de 
veau foetal prealablement decomplemente (Bio-Whittaker # BE02701E) et de 
HAT (Hypoxanthine, aminopterine, thymidine Sigma # H-0262), de fagon a 
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distribuer, sous 100jjI, 120 000 cellules par puits. La solution est deposee sous 
100ul dans les puits des plaques de culture a 96 puits prealablement 
ensemences de macrophages murins. Les plaques sont ensuite placees dans 
un incubateur a C0 2 . Quinze jours apres I'hybridation lymphocytaire, le nombre 
de clones presents dans les plaques de fusion est estime et exprime en 
pourcentage de developpement des hybridomes. 

La selection des hybridomes est effectuee en ELISA sur proBNP(1- 
108), BNP(1-76), BNP(77-108) et un peptide porteur de la sequence 
RAPR76S77P (C13P30). Seuls les hybridomes secretant des anticorps 
capables de detecter le proBNP(1-108) et le peptide C13P30 porteur de la 
sequence RAPR76S77P et ne reconnaissant substantiellement pas le BNP(1- 
76) ni le BNP(77-108), sont retenus. Les hybridomes selectionnes sont 
maintenus en culture et clones en dilution iimite. Les hybridomes ainsi clones 
peuvent ensuite etre utilises pour la production de I'anticorps monoclonal en 
liquide d'ascite. 

C'est ainsi que les inventeurs ont produit un hybridome murin, le clone 
3D4, secretant une immunoglobuline d'isotype IgGiK presentant les 
caracteristiques des anticorps selon I'invention. Cet hybridome a ete depose le 
31 juillet 2003 a la CNCM (Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes, Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75 724 Paris, 
Cedex 15, France) sous le numero d'enregistrement CNCM I-3073. 

L'invention a done encore pour objets Phybridome 3D4 depose a la 
CNCM sous le numero d'enregistrement CNCM i-3073 et I'anticorps 
monoclonal qu'il secrete. 

Exemple 12 : Validation en ELISA de la specificity de I'anticorps 
produit par I'hybridome 3D4 

Materiels : 

1) Phase solide : microplaque Maxisorp a fond plat, Nunc 
(Danemark). 

2) Le BNP(77-108.) provient de Sigma (# B-5900), tandis que le 
proBNP(1-108) et le BNP(1-76) ont ete produits sous forme de proteines 
recombinees. La concentration de ces solutions de proteines a ete determinee 
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par la methode Bradford de dosage colorimetrique des proteines (Bradford M. 
Anal. Biochem. 1976;72:248-54). 

3) Le conjugue utilise est un anticorps polyclonal d'ane anti-IgG de 
souris couple a la peroxydase (Jackson Immunoresearch # 715-035-150) 

4) Tampon de saturation : tampon PBS Dulbecco a pH 7,4 
contenant 1% d'albumine bovine serique (BSA, Sigma # A-7888) 

5) Tampon de dilution : tampon PBS Dulbecco a pH 7,4 contenant 
0,1 % de BSA et 0,1% de Tween 20. 

6) Solution de lavage : tampon PBS Dulbecco a pH 7,4 contenant 
0,1% de Tween 20. 

7) Solution de revelation: la solution de revelation est composee : 
7a) d'un tampon substrat : Solution d'acide citrique 0,01 M, et de citrate 

trisodique 0,04M contenant de l'H 2 0 2 a 0,33%, de pH final 5,6, et 

7b) d'un chromogene : comprimes d'OPD (orthophenylenediamine). 1 

comprime d'OPD a dissoudre dans 10ml de tampon substrat. 
8) Solution d'arret : H2S04 4N. 

Protocole : 

Le test consiste a evaluer i'immunoreactivite du surnageant de culture 
de l'hybridome 3D4 directement sur les differentes proteines immobilisees 
dans les cupules d'une plaque de microtitration. 

s Plusieurs solutions de sensibilisation en tampon PBS Dulbecco pH 
7,4 sont tout d'abord preparees : une premiere contenant du BNP(77-108) a 
1pg/ml, une deuxieme contenant du proBNP(1-108) a Ifig/ml, et une troisieme 
contenant du BNP(1-76) a 1pg/ml. 

^ 100ul de chacune de ces solutions sont deposes separement dans 
les puits d'une microplaque. 

S La microplaque est mise a incuber pendant une nuit a 4°C. 

•/ Apres elimination de la solution de sensibilisation, la microplaque est 
lavee a I'aide d'un tampon PBS Dulbecco a pH 7,4 contenant 0,1% de Tween 
20, puis saturee par addition de 250ul du tampon PBS Dulbecco a pH 7,4 
contenant 1 % de BSA. 
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/ La microplaque est alors mise a incuber pendant 1 heure a 37°C. 
S La microplaque est ensuite lavee (3 fois) avec 300 ul de la solution 
de lavage. 

V Dans chaque cupule, 100ul de sumageant de I'hybridome 3D4, 
prealablement dilue au 1/2 dans le tampon de dilution, sont deposes. 

/ Le milieu reactionnel est mis a incuber 2 heures a temperature 
ambiante 

-/ La microplaque est ensuite lavee 3 fois avec 300pl de la solution de 
lavage. 

V 100 pi de conjugue, anticorps polyclonal anti-IgG de souris couple a 
la peroxydase dilue au 1/2000 en tampon de dilution, sont ajoutes a 
chaque puits de la microplaque. 

V Le milieu reactionnel mis a incuber pendant 1 heure a temperature 
ambiante. 

V Les plaques sont ensuite lavees (5 lavages) avec 300pl de la 
solution de lavage. Dans chaque cupule, 100 pi de la solution de revelation 
sont distribues. On laisse la reaction se developper a I'obscurite pendant 
20 minutes a temperature ambiante (18-24°C). 

V Ensuite 50 pi de la solution d'arret sont distribues dans chaque 
cupule. 

s Apres arret de la reaction, la lecture de la densite optique est 
effectuee au spectra photometre a 490/620 nm. 

La figure 8 illustre le resultat de ce test : I'anticorps produit dans le 
sumageant de l*hybridome 3D4 est capable de detecter uniquement le 
proBNP(1-108) et le peptide d'immunisation C13P30, aucune reactivite n'est 
obtenue sur le BNP(1-76) et le BNP(77-108). Ces resultats valident la 
specificite de I'anticorps produit par Thybridome 3D4 pour le proBNP(1-108) a 
I'exclusion du BNP(1-76)etdu BNP(77-108). 

L'anticorps selon I'invention issu de Phybridome 3D4 est done bien un 
anticorps reconnaissant de fagon specifique le proBNP(1-108), a I'exclusion 
substantielle du BNP(1-76) et du BIMP<77-108). 
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Exemple 13 : Validation en western-blot de la specificite de 
Panticorps produit par l'hybridome 3D4 

Mat&riefs : 

5 1) Appareillage d'eiectrophorese SDS-PAGE classique 

2) Gel de concentration : acrylamide a 5% 

3) Gel de separation : acrylamide a 16% 

4) Tampon anode : Tris 0,2M, pH 8,9 

5) Tampon cathode ; Tris-tricine 0,1 M ; SDS a 0,1% 

10 6) Tampon de I'echantillon : Tris 0.5M, pH 6,8 ; glycerol a 25% ; SDS a 2% ; 
beta-mercaptoethanol 14,4mM ; bleu de bromophenol a 0,1% 

7) Appareil de transfer!: electrophoretlque 

8) Tampon de transfer): : Tris base 25 mM ; glycine 190 mM ; methanol a 
20% ; SDS a 0,05% 

15 9) Le BNP(77-108) provient de Sigma (# B-5900), tandis que le proBNP(1- 
108)-GST, le BNP(1-76)-GST et la GST (utilisee comme temoin negatif) ont 
ete produits sous forme de proteines recombinees. La concentration de ces 
solutions de proteines a ete deierminee par la methode Bradford de dosage 
colorimetrique des proteines (Bradford M. Anal. Biochem. 1976;72:248-54). 

20 10) Le conjugue utilise est un anticorps polyclonal d'ane anti-IgG de souris 
couple a la peroxydase (Jackson Immunoresearch # 715-035-150) 
1 1 ) Trousse ECL de detection en western-blot (Amersham Biosciences 
#RPN2106) 

25 Protocole : 

La mise ceuvre de ce test comprend trois grandes etapes : la migration 
electrophoretique des differentes proteines dans un gei d'acrylamide a 16%, 
ensuite le transfert de ces proteines sur une membrane de nitrocellulose, et 
enfin le western-blot. 

30 

V Diverses solutions sont preparees en tampon d'echantillon sous un 
volume final de 35 pi : une premiere comprenant 1ug de proBNP(1-108)-GST, 
une deuxieme comprenant 1ug de GST, une troisieme comprenant 1pg de 
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BNP(1-76)-GST, et une quatrieme comprenant 1 pg de BNP(77-108). 

^ Chaque solution est mise a incuber au bain-marie pendant 5 
minutes a 100 D C, puis deposee dans un puits du gei. La migration au travers le 
gel d'acrylamide est realisee sous voltage constant a 120 V pendant 1 heure 
30. La figure 9 correspond a une photographie du gel d'acrylamide obtenu. Les 
proteines deposees sont colorees par le bleu de coomassie. 

/ Apres migration, les proteines du gel sont mises a transferer sur une 
membrane de nitrocellulose durant 1 heure sous 120 mA. 

S La membrane de nitrocellulose est ensuite lavee avec du tampon 
PBS + Tween a 0,1%, et mise a saturer pendant 30 minutes a temperature 
ambiante en tampon PBS + Tween a 0,1% + lait ecreme a 2% 

V Apres 3 lavages avec du tampon PBS + Tween 0,1%, la membrane 
est mise a incuber pendant 1 heure a +37°C, sous agitation, avec 5 ml de 
surnageant de I'hybridome 3D4. 

V Apres 3 lavages avec le tampon PBS + Tween a 0,1%, la membrane 
est mise a incuber pendant 1 heure a temperature ambiante sous agitation 
avec 10 ml de conjugue anti-IgG de souris couple a la peroxydase dilue au 
1/2000 en tampon PBS + Tween 0,1% + lait ecreme a 2% 

V Apres 3 lavages avec le tampon PBS + Tween 0,1%, la membrane 
est trempee dans le reactif de revelation ECL, avant d'Stre exposee a un film 
photographique pendant 4 minutes. 

Comme le montre la figure 10 qui correspond a I'image scannee de la 
photographie obtenue, I'anticorps produit dans le surnageant de I'hybridome 
3D4 est capable de detecter uniquement la bande correspondant au 
proBIMP(1-108). Le BNP(1-76), le BNP(77-108), ainsi que la GST ne sont pas 
detectees par I'anticorps de I'hybridome 3D4. Ces resultats valident egaiement 
la specificite I'anticorps produit par I'hybridome 3D4 pour le proBNP(1-108). 

L'anticorps seion I' invention issu de i'hybridome 3D4 est done bien un 
anticorps reconnaissant de fagon specifique le proBNP(1-108), a I'exclusion 
substantielle du BNP(1-76) et du BNP(77-108), 
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Exempie 14 : Identification de I'epitope reconnu par I'anticorps 
produit par I'hybridome 3D4 par la methode spot 

Le surnageant de I'hybridome 3D4 a ete teste par la methode spot 
(decrite dans I'exemple 6) afin d'identifier I'epitope reconnu par I'anticorps de 
I'hybridome 3D4. Les resultats obtenus indiquent que I'anticorps 3D4 reconnait 
effectivement des sequences peptidiques comprenant ie motif RAPRyeSnP- 

Ces resultats sont en accord avec ceux obtenus en ELISA (exempie 12) 
et western-blot (exempie 13) validant la specificite de I'anticorps 3D4 pour le 
proBNP(1-108). 

Exempie 15 : dosage radioimmunornetrique du proBNP(1-108) 

Mat6riels : 

1) Phase solide: microplaque Maxisorp a fond plat et puits secabies, 
Nunc (Danemark). 

2) L'anticorps de capture utilise est I'anticorps polyclonal obtenu a partir 
du serum du Iapin # 046 805 non epuise. 

3) Le conjugue utilise est un anticorps anti-BNP(77-1 08) marque a I'l 125 
(anti-BNP-l 125 ). II s'agit de I'anticorps traceur du kit BNP Shionoria 
commercialise par la societe Shionogi. 

4) Tampon de saturation : tampon PBS Dulbecco a pH 7,4 contenant 
1% d'albumine bovine serique (BSA, Sigma # A-7888) 

5) Tampon de dilution : tampon PBS Dulbecco a pH 7,4 contenant 
0,1 % de BSA et 0,1 % de tween 20 (Sigma, # P-1379), 

4) Tampon de lavage : tampon PBS Dulbecco a pH 7,4 contenant 
0,1% de Tween 20. 

5) EtaSon proBNP(1-108) : produit sous forme de proteine 
recombinee. 

Protocole : 

Le principe du test utilise est base sur la methode radioimmunotogique 
de type sandwich , realise en microplaque a fond plat et a cupules secabies. II 
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s'agit d'un test en un temps ou echantillon (ou solution etaion de proBNP(1- 
108)) et traceur sont ajoutes Tun apres ['autre sans lavage intermediate. 

^ Une solution de sensibilisation est tout d'abord preparee avec 
5 I'anticorps polyclonal du lapin # 046 805 dilue en tampon PBS Dulbecco a pH 
7,4 a 40ug/ml. 300pl de cette solution sont deposes dans chacun des puits de 
la microplaque. 

v La microplaque est mise a incuber pendant une nuit a 4°C. 

s Apres elimination de la solution de sensibilisation, la microplaque est 
10 lavee a I'aide de 300 pi d'un tampon PBS Dulbecco a pH 7,4 contenant 0,1% 
de Tween 20, puis saturee par addition de 300u! du tampon PBS Dulbecco a 
pH 7,4 contenant 1% de BSA. 

s La microplaque est alors mise a incuber pendant theure a 37°C. 

V La microplaque est ensuite lavee (3 fois) a I'aide de 300 ul de la 
is solution de lavage (tampon PBS Dulbecco a pH 7,4 additionne de Tween 20 a 

0,1%). 

^ Dans chaque cupule, 100ul de solution etaion de proBNP(1-108), de 
serum ou de plasma sont deposes. Le proBNP(i-108), s'il est present, se lie a 
I'anticorps de capture retenu sur la phase solide. 
20 ^ 200ul.de la solution de traceur anti-BNP-l 125 prete a I'emploi (extraite 

du kit BNP Shionoria de Shionogi) sont ajoutes dans chacun des puits. 

s Le milieu reactionnel est mis a incuber pendant une nuit (18-22h) a 

4°C. 

s Le lendemain, la microplaque est lavee (3 fois) a I'aide de 300ul de 
25 la solution de lavage. Au dernier lavage et apres aspiration de la solution de 
lavage, chaque cupule est transferee dans un tube preaiablement identifie. 

✓ La radioactivity presente dans chaque cupule et proportionnelle a la 
quantite de traceur fixee, done a la quantite de proBNP(1-108) presente dans 
I'echantillon, est mesuree a I'aide d'un compteur gamma. 

o La figure 1 1 presente ies resultats obtenus a I'aide d'une gamme etaion 

de proBNP(1-108). 
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Exemple 16 : resultats du dosage d'echantillons humains 

A I'aide du dosage IRMA proBNP(1-108) selon I'invention decrit dans 
I'exemple 15 et du dosage BNP{1~76) commercialise par la societe Roche et 
realise sur I'automate Elecsys®, 14 prelevements de sujets sains et 
15 prelevements de patients souffrant d'insuffisance cardiaque ont ete testes. 
Les echantillons sanguins ont tous ete preleves sur tube contenant de I'EDTA. 
La figure 12 presente les resultats en cpm (coups par minute) des tests de ces 
echantillons avec le dosage IRMA proBNP(1-108) selon I'invention. Les 
resultats obtenus sur les prelevements de patients souffrant d'insuffisance 
cardiaque sont significativement plus eleves que ceux obtenus sur les 
prelevements de sujets sains. Ces resultats mettent en evidence fa presence 
de proBNP(1-108) circulant dans les prelevements de patients souffrant 
d'insuffisance cardiaque et constituent la premiere demonstration que le 
proBNP{1-108) serique est un marqueur predictif de I'insuffisance cardiaque. 
La Ague 13 presente la correlation entre les concentrations de proBNP(1-108) 
(en pg/mi) determinees a I'aide du dosage IRMA proBNP seion I'invention et 
les concentrations de BNP(1-7B) (pg/ml) determinees a I'aide du dosage 
Roche sur I'automate Elecsys®, des prelevements de 14 patients souffrant 
d'insuffisance cardiaque. La correlation observee est significative avec un 
coefficient R 2 = 0,85. 

Exemple 17 : couplage de I'anticorps polyclonal du lapin #046 805 
a la biotine 

La methode de couplage utilise un derive N-Hydraxy Succinimide (NHS) 
de la biotine qui reagit avec les amines primaires des IgG pour former une 
liaison amide. 

Une solution de (+)-Biottne N-succinimidyl ester (Fluka # 14405) a 
100mM est prepares par dissolution de la Biotine dans de la 
dimethylfornamide. La biotinylation est realisee dans un flacon en verre, 500 
ug de I'anticorps polyclonal du lapin # 046 805 prealablement purifie mais non 
epuise sont deposes dans le flacon avec 17ui de la solution de biotine 100mM 
(le rapport molaire biotine/anticorps est de 500). La reaction se fait en tampon 
PBS Dulbecco a pH 7,4. Le melange reactionnel est mis a incuber pendant 1 
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heure 30 a temperature ambiante sous agitation lente. Apres couplage, la 
biotine est inactivee par ajout d'un volume de tampon glycine 2M. Le melange 
est mis incuber pendant 10 minutes a temperature ambiante sous agitation 
lente. Enfin le melange est mis a dialyser une nuit a 4°C contre du tampon 
PBS Dulbecco a pH 7,4. Le lendemain, une solution d'azoture de sodium est 
ajoutee a 0,02% en concentration finale. Le conjugue est conserve a 4°C. 

Exemple 18 ; Dosage immunoenzymometrique du proBNP{1-108) 

Un dosage immunoenzymometrique selon I'invention a egalement ete 
mis au point. 

Materiels : 

1) Phase solide : microplaque Maxisorp a fond plat, Nunc (Danemark). 

2) L'anticorps de capture utilise est un anticorps polyclonal anti- 
BNP(77-108) commercialise par la societe Strategic Biosolution 
(#B9105RAOO-A0). 

3) Le conjugue utilise est l'anticorps polyclonal du lapin # 046 805 non 
epuise couple a la biotine selon le procede decrit dans l'exemple 17. 

4) Conjugue streptavidine-peroxydase (Amersham Pharmacia Biotech 
#RPN1231V) 

5) Tampon de saturation : tampon PBS Dulbecco a pH 7,4 contenant 
1% d'albumine bovine serique (BSA, Sigma # A-7888) 

6) Tampon de dilution : tampon PBS Dulbecco a pH 7,4 contenant 
0,1% de BSA et 0,1% de Tween 20. 

7) Solution de lavage : tampon PBS Dulbecco a pH 7,4 contenant 0,1% 
de Tween 20. 

8) Etaion proBNP(1-108) : proteine recombinee. 

9) Solution de revelation: la solution de revelation est composee : 

9a) d'un tampon substrat : Solution d'acide citrique 0,01 M, et de citrate 
trisodique 0.04M contenant de l'H 2 0 2 a 0,33%, de pH final 5,6, et 

9b) d'un chromogene : comprimes d'OPD (orthophenylenediamine). 1 
comprime d'OPD a dissoudre dans 10ml de tampon substrat. 

10) Solution d'arret : H2S04 4N. 
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Protocoie : 

Le principe du test utilise est base sur ia methode 
enzymoimmunologique de type sandwich, realise en microplaque a fond plat II 
s'agit d'un test en deux temps ou I'echantillon (ou ia solution etalon) est tout 
d'abord mis a incuber avec I'anticorps de capture, puis apres incubation et 
lavages, I'anticorps de detection est ajout6. 

V Une solution de sensibiiisation est tout d'abord preparee avec 
I'anticorps polyclonal anti-BNP(77-1 08) dilue en tampon PBS Dulbecco a pH 
7,4 a 10pg/ml. 100pl de cette solution sont deposes dans chacun des purls de 
!a microplaque. 

V La microplaque est mise a incuber pendant une nuit a 4°C. 

s Apres elimination de la solution de sensibiiisation, la microplaque est 
lavee a I'aide de 300 pi d'un tampon PBS Dulbecco a pH 7,4 contenant 0,1% 
de Tween 20, puis saturee par addition de 250pt du tampon PBS Dulbecco a 
pH 7,4 contenant 1% de BSA. 

V La microplaque est alors mise a incuber pendant 1 heure a 37°C. 

V La microplaque est ensuite lavee (3 fois) a i'aide de la solution de 
lavage. 

V. Dans chaque cupule, lOOul de solution etalon de proBNP(1-108), de 
serum ou de plasma sont deposes. Le proBNP(1-108), s'il est present, se lie a 
I'anticorps de capture retenu sur la phase solide. 

/ Le milieu n§actionnel est mis a incuber 2 heures a temperature 
ambiante 

s La micropiaque est ensuite lavee (5 lavages) avec 300pl de la 
solution de lavage. 

</ 100 pi d'anticorps polyclonal du lapin # 046 805 biotinyle (concentre 
a 6[jg/ml), sont ajoutes dans chaque puits de la microplaque. 

V Le milieu reactionnel mis a incuber pendant 2 heures a temperature 
ambiante. 

V La microplaque est ensuite lavee (5 lavages) avec 300pl de la 
solution de lavage. 
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✓ Enfin 100pl de conjugue streptavidine-POD dilue au 1/1000eme sont 
ajoutes dans chacun des puits de ia microplaque. 

/ Le milieu reactionnel est mis a incuber pendant 1 heure 30 a 
temperature ambiante. 
5 V Les plaques sont ensuite iavees (5 lavages) avec 300ul de la 

solution de lavage Dans chaque cupule, 100 ul de la solution de revelation 
sont distribues. On laisse la reaction se deveiopper a i'obscurite pendant 20 
minutes a temperature ambiante <18-24°C). 

s Ensuite 50 pi de la solution d'arret sont distribues dans chaque 
10 cupule. 

/ Apres arret de la reaction, la lecture de la densite optique est 
effectuee au spectrophotometre a 490/620 nm. 

La figure 14 presente les resultats obtenus a I'aide d'une gamme etalon 
15 deproBNP(1-108). 

Exempie 19: Evaluation de la reaction croisee, vis a vis du BNP{1- 
76) et du BNP(77-108), de I'anticorps polyclonal du lapin # 046 805 non 
epuise couple a ia biotine, utilise en sandwich dans le dosage ELiSA 
20 proBNP(1 -1 08) conjointement a I'anticorps polyclonal anti-BNP(77-1 08). 

A I'aide du dosage ELISA du proBNP(1-108) decrit dans 
I'exemple 18, on a evalue la reaction croisee de I'anticorps anti proBNP(1-108) 
selon ['invention (lapin # 046 805), non epuise, biotinyle, vis a vis du BNP(1-76) 

25 et du BNP(77-108). Des gammes de concentrations de 5ng/ml a 100ng/ml ont 
ete realisees avec du proBNP(1-108), du BNP(1-76) et du BNP{77-108) et 
testees a I'aide du dosage ELISA ProBNP(1-108) decrit dans I'exemple 18. Les 
resultats de la variation de la densite optique a 490nm en fonction de la 
concentration sont representes dans la figure 15 pour chacune des proteines. 

30 Aucune reaction croisee n'est observee vis a vis du BNP(1-76) ou du BNP(77- 
108): le signal obtenu est equivalent au bruit de fond, quelle que soit ia 
concentration testee. Aux concentrations de BNP(1-76) et de BNP(77-108) 
habituellement retrouvees chez les patients (de I'ordre du ng/ml pour les 



WO 2004/014952 PCTYFR2003/002483 



concentrations les plus elevees), I'anticorps polyclonal du lapin # 046 805 peut 
etre utilise dans sa version non epuisee sans entramer I'apparition de reaction 
croisee. 

Exemple 20 : Evaluation de la reaction croisee, vis a vis du BNP(1- 
76) et du BNP(77-108), de I'anticorps polyclonal du lapin # 046 805 non 
epuise couple a la biotlne, utilise en sandwich dans le dosage ELISA 
proBNP(1-108) conjointement a I'anticorps polyclonal anti-NT-proBNP{1- 
29). 

A ['aide d'un dosage ELISA du proBNP(1-108) utilisant le protocole et 
les reactifs decrits dans I'exemple 18, mis a part que I'anticorps polyclonal anti- 
BNP(77-1Q8) est ici remplace par un anticorps polyclonal antl-NT-proBNP(1- 
29), on a evalue la reaction croisee de I'anticorps polyclonal du lapin # 046 805 
non epuise, biotinyle vis a vis du BNP<1-76) et du BNP(77-108). 

L'anticorps polyclonal anti-NT-proBNP(1-29) a ete produit selon le 
protocole decrit dans I'exemple 3, mis a part que ie peptide utilise comme 
immunogene etait le peptide NT-proBNP(1-29) couple a la KLH. Des gammes 
de concentrations de 5ng/ml a 100ng/ml ont ete realisees avec du proBNP(1- 
108), du BNP(1-76) et du BNP(77-108) ettestees a faide du dosage ELISA du 
proBNP{1-108). Les resultats de la variation de la densite optique a 490nm en 
fonction de la concentration sont representee dans la figure 16 pour chacune 
des proteines. Aucune reaction croisee de Tanticorps polyclonal du lapin #046 
805 selon I'invention n'est observee vis a vis du BNP(1-76) ou du BNP(77- 
108), le signal obtenu est equivalent au bruit de fond, quelle que soit ia 
concentration testee. Aux concentrations de BNP(1-76) et de BNP(77-108) 
habituellement retrouvees chez les patients (de I'ordre du ng/ml), I'anticorps 
polyclonal du lapin # 046 805 peut etre utilise dans sa version non epuise sans 
entraTner i'apparition d'une reaction croisee. 

En resume, il ressort clairement de tout i'expose qui precede que la 
presente invention a permis de decouvrir un nouvei epitope, RAPR76S77P, situe 
sur la region charniere du proBNP(108) humain, d'en deriver des peptides 
immunogeniques le contenant, et d'obtenir des anticorps specifiques du 
proBNP(108), qui ne reconnaissent substantiellement pas le BNP(1-76) et le 
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BNP{77-108), et dont certains d'entre eux ont la capacite de reconnattre 
specifiquement le proBNP(1-108) circulant dans des echantilions seriques ou 
plasmatiques humains. 

I! apparait aussi clairement que la presente invention a permis ia mise 
au point d'un dosage du proBNP(1-108) circulant permettant ainsi un 
diagnostic de i'insuffisance cardiaque de fagon simple, utilisable en routine et 
fiable. 
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REVENDICATIONS 

1. Anticorps anti proBNP(1-108) caracterise en ce que, d'une part, II 
reconnaTt de fagon specifique la sequence RAPRtsSttP (SEQ ID N° 5) du 
proBNP(1-108) et ne reconnaTt substantieilement pas les peptides BNP(1-76) 
ni le BNP(77-108), et, d'autre part, a la capacite de reconnaltre specifiquement 
le proBNP(1-108) circulant dans des echantillons seriques ou plasmatiques 
humains. 

2. Anticorps anti proBNP(1-108) selon la revendication 1 qui reconnaTt 
de fagon specifique la sequence Y 70 TLRAPR 7 eS77PKMVQGSG85 (SEQ ID 
N° 4) du proBNP(1-108). 

3. Anticorps anti proBNP(1-108) selon la revendication 1 qui reconnaTt 
de fagon specifique la sequence Y 70 TLRAPR76S77PKMVQGS 8 4 (SEQ ID 
N° 108)duproBNP(1-108). 

4. Procede d'obtention d'un anticorps anti proBNP(1-108) tel que defini 
a I'une des revendications 1, 2 et 3 dans lequel on immunise un animal avec la 
molecule entiere de proBNP(1-108), 

puis on epuise, a l'aide du peptide BNP(77-108) et/ou du peptide 
BNP(1-76), i'antiserum obtenu. 

5. Procede d'obtention d'un anticorps anti proBNP(1-108), tel que defini 
a I'une des revendications 1, 2 et 3, dans lequel on immunise un animal avec 
un peptide choisi parmi 

- un peptide de formule 
a^^-RAPRSP-Xa-aa (0 
ou 

ai peut etre H ou representer une fonction ou un groupement chimique 
choisi parmi une fonction thiol, alcooi, aminoxy, amine primaire ou secondare, 
un groupement amino-carboxyle, un groupement biotinyle et un groupement 
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acetyle, 

Xi represente une sequence peptidique de 0 a 3 acides amines, issue de la 
sequence naturelle du proBNP(1-108) ou non, 

X 2 represente une sequence peptidique de 0 a 7 acides amines, issue de la 

sequence natureiie du proBNP(1-108) ou non, 

a 2 peut representer une fonction OH, NH 2 ou un groupement aicoxyle ; 

- un peptide de formule 

X-Y 7 oTLRAPR76S77PKMVQGSG 85 -Z (II) 
ou X peut etre H, ou representer soit un groupement acetyle, soit 1 a 
3 acides amines n'appartenant pas a la sequence du proBNP(1-108), et ou Z 
peut representer une fonction OH, ou 1 a 3 acides amines n'appartenant pas a 
la sequence du proBNP(1-108) ; 

- un peptide de formule 

X-Y 7 oTLRAPR76S77PKMVQGS 84 -Z (III) 
ou X peut etre H, ou representer soit un groupement acetyle, soit 1 a 3 acides 
amines n'appartenant pas a la sequence du proBNP(1-108), et ou Z peut 
representer une fonction OH, ou 1 a 3 acides amines n'appartenant pas a ia 
sequence du proBNP(1-108) ; 

- un peptide comprenant une sequence derivee de la sequence 
X-Y70TLRAPR76S77PKMVQGSG85-Z (ll) ou de la sequence 
X-Y70TLRAPR76S77PKMVQGS34-Z (III) par substitution d'un ou 

plusieurs parmi les acides amines Y70. T71, L72, K79, M 8 o, V 8 i, Q82, G 8 3, Sb4 et 
G 85 , avec X pouvant §tre ou representer soit un groupement acetyle, soit 1 a 3 
acides amines n'appartenant pas a la sequence du proBNP(1-108), et ou Z 
peut etre une fonction OH, ou 1 a 3 acides amines n'appartenant pas a la 
sequence du proBNP(1-108) ; 

- le peptide ayant la sequence C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S-G 
(C13P30:SEQIDN° 16); 

- le peptide ayant la sequence C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S 
(CN32:SEQ ID N° 109); 

et, eventuellement, on epuise, a I'aide du peptide BNP(77-108) et/ou du 
peptide BNP(1-76), I'antisemm obtenu. 
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6. Procede d'obtention d'hybridome secreteur d'un anticorps anti 
proBNP(1-108), tel que defini a Tune des revendications 1, 2 et 3, dans lequel 
on immunise un animal avec un peptide choisi parmi 

- un peptide de formule 
ai-X.,-RAPRSP-X2-a z (I) 
ou 

a-j peut etre H ou repr6senter une fonction ou un groupement chimique 
choisi parmi une fonction thiol, aicool, aminoxy, amine primaire ou secondaire, 
un groupement amino-carboxyle, un groupement biotinyle et un groupement 
acetyle, 

Xi represente une sequence peptidique de 0 a 3 acides amines, issue de la 
sequence naturelle du proBNP(1-108) ou non, 

X2 represente une sequence peptidique de 0 a 7 acides amines, issue de la 
sequence naturelle du proBNP(1-108) ou non, 
a 2 peut representer une fonction OH, NH 2 ou un groupement alcoxyle ; 
~ un peptide de formuie 

X-Y70TLRAPR76S77PKMVQGSG85-Z (II) 
ou X peut etre H, ou representer soit un groupement acetyle, soit 1 a 
3 acides amines n'appartenant pas a la sequence du proBNP(1-108), et ou Z 
peut repr6senter une fonction OH, ou 1 a 3 acides amines n'appartenant pas a 
la sequence du proBNP(1-108) ; 

- un peptide de formule 

X-Y 7 oTLRAPR 76 S77PKMVQGS84-Z (111) 
oil X peut etre H, ou representer soit un groupement acetyie, soit 1 a 3 acides 
amines n'appartenant pas a la sequence du proBNP(1-108), et ou Z peut 
representer une fonction OH, ou 1 a 3 acides amines n'appartenant pas a ia 
sequence du proBNP(1-108) ; 

- un peptide comprenant une sequence dedvee de ia sequence 
X-Y70TLRAPR76S77PKMVQGSGS5-Z (li) ou de la sequence 
X-Y 70 TLRAPR76S77PKMVQGSs4-Z (III) par substitution d'un ou plusieurs 
parmi les acides amines Y 70 , T71, L 72 , K 79 , M 8 o, V 8 i, Qa2. G 83 , S 8 4 et Gas, avec X 
pouvant etre ou representer soit un groupement acetyle, soit 1 a 3 acides 
amines n'appartenant pas a la sequence du proBNP(1-108), et ou Z peut etre 
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une fonction OH, ou 1 a 3 acides amines n'appartenant pas a la sequence du 
proBNP(1-108); 

- le peptide ayant la sequence C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S-G 
(C13P30:SEQIDN° 16); 

- le peptide ayant la sequence C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S 
(CN32:SEQ IDN°109); 

on preleve des lymphocytes secreteurs d'immunoglobuiines de cet 
animal, 

et on procede a une fusion des lymphocytes avec des cellules de 
myelome pour obtenir au moins un hybridome secreteur d'immunoglobuline. 

7. Procede selon I'une des revendications 5 et 6, dans lequel le peptide 
de formule (II) a la sequence Y70TLRAPR75S77PKMVQGSG85 (SEQ ID 
N° 4). 

8. Procede selon I'une des revendications 5 et 6, dans lequel le peptide 
de formule (111) a la sequence Y70TLRAPR76S77PKMVQGS84 (SEQ ID 
N° 108) 

9. Hybridome susceptible d'etre produit par le procede selon I'une des 
revendications 6, 7 et 8. 

10. Anticorps monoclonal anti proBNP(1-108) secrete par un hybridome 
selon la revendication 9. 

1 1 . Methode de diagnostic in vitro de i'insuffisance cardiaque chez un 
humain comprenant la mise en contact d'un echantillon biologique avec un 
anticorps anti proBNP(1-108) tel que defini dans I'une des revendications 1, 2, 
3, et 10, et la detection du proBNP(1-108) dans I'echantillon. 

12. Methode de diagnostic in vitro de I'insuffisance cardiaque chez un 
humain comprenant : 

a) la mise en contact d'un echantillon biologique avec un anticorps anti 
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proBNP(1-108) tel que defini a I'une des revendications 1, 2, 3, et 10, 

b) Tincubation du melange dans des conditions permettant ia formation 
de complexes antigenes-anticorps ; et 

c) la revelation des complexes antigenes-anticorps formes, 
eventuellement a I'aide d'un anticorps de detection, marque, capable de se lier 
specifiquement au proBNP(1-108) present dans le premier cornplexe, ou a 
I'aide d'un antigene de detection, marque, capabie de se lier a I'anticorps dirige 
contre ledit proBNP(1-108) present dans le premier cornplexe. 

13. Methode de diagnostic selon la revendication 12 qui comprend en 
plus une etape d) de correlation de la quantite des complexes antigenes- 
anticorps reveles a I'etat clinique du sujet, 

14. Trousse de detection du proBNP(1-108) dans un echantillon 
biologique, contenant au moins un anticorps tel que defini dans I'une des 
revendications 1, 2, 3, et 10. 

15. Trousse de detection du proBNP(1-108) dans un echantillon 
biologique selon la revendication 14, contenant : 

(i) dans un recipient, au moins un anticorps tel que defini dans I'une 
des revendications 1 , 2, 3, et 10; 

(ii) dans un autre recipent au moins un peptide choisi parmi 
- un peptide de formuie 
ai-X 1 -RAPRSP-X 2 -a 2 (>) 
ou 

ai peut §tre H ou representer une fonction ou un groupement chimique 
choisi parmi une fonction thiol, alcool, aminoxy, amine primaire ou secondaire, 
un groupement amino-carboxyle, un groupement biotinyle et Un groupement 
acetyle, 

Xi represente une sequence peptidique de 0 a 3 acides amines, issue de la 
sequence naturelfe du proBNP(1-108) ou non, 

X 2 represente une sequence peptidique de 0 a 7 acides amines, issue de la 
sequence naturelle du proBNP(1 -1 08) ou non, 
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a 2 peut representer une fonction OH, NH 2 ou un groupement alcoxyie ; 

- un peptide de formule 

X-Y 7 oTLRAPR 7 6S77P KMVQGSG 85-Z CO 
ou X peut etre H, ou representer soit un groupement acetyle, soft 1 a 
3 acides amines n'appartenant pas a la sequence du proBNP(1-108), et ou Z 
peut representer une fonction OH, ou 1 a 3 acides amines n'appartenant pas a 
la sequence du proBNP(1-108) ; 

- un peptide de formule 

X-Y70TLRAPR76S77PKMVQGS84-Z (HI) 
0C1 X peut etre H, ou representer soit un groupement acetyle, soit 1 a 
3 acides amines n'appartenant pas a la sequence du proBNP(1-108), et ou Z 
peut representer une fonction OH, ou 1 a 3 acides amines n'appartenant pas a 
la sequence du proBNP(1-108) ; 

- un peptide comprenant une sequence derivee de la sequence 
X-Y70TLRAPR76S77PKMVQGSG85-Z 00 ou de la sequence 
X-Y 7 oTLRAPR76S77PKMVQGS 84 -Z (Ml) par substitution d'un ou 

plusieurs parmi les acides amines Y 70> T71, L 72 , K 79 , Mao, V 8 i, Qa 2 , G S3 , Sa+ et 
G 85 , avec X pouvant etre ou representer soit un groupement acetyle, soit 1 a 3 
acides amines n'appartenant pas a la sequence du P roBNP(1-108), et oil Z 
peut representer une fonction OH, ou 1 a 3 acides amines n'appartenant pas a 
la sequence du proBNP(1-108) ; 

- le peptide ayant la sequence Y 7 oTLRAPR 7 6S77PK MV Q GSG 85 (SEQ 

!DN°4); 

- le peptide ayant la sequence Y7oTLRAPR 7 6S77PKMVQGS 84 (S EQ 
ID N° 109): 

- le peptide ayant la sequence C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S-G 
(C13P30:SEQ ID N° 16); 

- le peptide ayant la sequence C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S 
(CN32:SEQlD N° 108). 



16. Peptide de formule : 

ai -X 1 -RAPRSP~X 2 -a 2 

oil 



(0 
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ai peut etre H ou representer une fonction ou un groupement chimique 
choisi parmi une fonction thiol, aicool, aminoxy, amine primaire ou secondaire, 
un groupement amino-carboxyie, un groupement biotinyle et un groupement 
acetyle, 

X-i represente une sequence peptidique de 0 a 3 acides amines, issue 
de la sequence naturelle du proBNP(1-108) ou non, 

X2 represente une sequence peptidique de 0 a 7 acides amines, issue 
de la sequence naturelle du proBNP(1-108) ou non, 

a 2 peut representer une fonction OH, NH 2 ou un groupement alcoxyle. 

17. Peptide de formule : 

X-Y7oTLRAPR7 6 S 77 PKMVQGSG85-Z (II) 
ou X peut etre H, ou representer soit un groupement acetyle, soit 1 a 3 
acides amines n'appartenant pas a la sequence du proBNP(1-108), et ou Z 
peut representer une fonction OH, ou 1 a 3 acides amines n'appartenant pas a 
la sequence du proBNP(1-108). 

18. Peptide selon la revendication 17, ayant la sequence 
Y 7 oTLRAPR 76 S 7 7PKMVQGSG 85 (SEQ ID N° 4). 

19. Peptide de formule : 

X-Y7oTLRAPR7 6 S 7 7PKMVQGS 8 4-Z (III) 
oil X peut etre H, ou representer soit un groupement acetyle, soit 1 a 3 acides 
amines n'appartenant pas a la sequence du proBNP(1-108), et ou Z peut 
representer une fonction OH, ou 1 a 3 acides amines n'appartenant pas a ia 
sequence du proBNP(1-108). 

20. Peptide selon la revendication 19, ayant la sequence 
Y7 0 TLRAPR 7 6S77PKMVQGS 84 (SEQ ID N° 108). 

21 . Peptide comprenant une sequence derivee de la sequence 
X-Y7oTLRAPR76S7 7 PKMVQGSG 85 -Z (II) ou de la sequence 
X-Y7oTLRAPR 7 6S7 7 PKMVQGS84-Z (III) par substitution d'un ou 
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piusieurs parmi les acides amines Y 70 , T71, I72, K79, M 8 o, V 8 i, Qe2, G 8 3, S fi 4 et 
Gas, avec X pouvant etre ou representor soit un groupement acetyle, soit 1 a 3 
acides amines n'appartenant pas a la sequence du proBNP(1-108), et ou Z 
peut etre une fonction OH, ou 1 a 3 acides amines n'appartenant pas a la 
sequence du proBNP(1-108). 



22. Peptide seion la revendication 16, ayant une sequence choisie dans 

le groupe constitu6 par les sequences suivantes 

SEQ ID N° 16 : C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S-G {peptide C1 3P30) 

SEQ ID N° 109 : C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S (peptide CN32) 

SEQ ID N° 6 : C-G-R-A-P-R-S-P 

SEQ ID N° 7 : Acetyl -C-G-R-A-P-R-S-P 

SEQ ID N° 8: C-G-R-A-P-R-S-P-K 

SEQ ID N° 9: Acetyl -C-G-R-A-P-R-S-P-K 

SEQ ID N n 10: C-G-R-A-P-R-S-P-K-M-V 

SEQ ID N° 11: C-G-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S-G 

SEQ ID N° 12 : R-A-P-R-S-P-G-C 

SEQ ID N° 13 : Acetyl -R-A-P-R-S-P-G-C 

SEQ ID N° 1 1 0 : C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K 

SEQ ID N° 111: C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V 

SEQ ID H" 112 : C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q 

SEQ ID N° 1 1 3 : C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G 

SEQ ID N° 19 : C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S-BA 

SEQ ID N° 20 : C-Y-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-A-T-J3A 

SEQ ID N° 1 14 : Acetyl-C-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q 

SEQ ID N° 115 : C-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G 

SEQ ID N° 116 : C-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S 

SEQ ID N° 1 17 : C-T-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S-G 

SEQ ID N° 1 1 8 : C-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V 

SEQ ID N° 1 1 9 : C-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q 

SEQ ID N° 120 : L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-C 

SEQ ID N° 121 : C-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S 

SEQ ID N° 122 : C-L-R-A-P-R-S-P-K-M-V-Q-G-S-G 
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23. Procede detention d'anticorps anti proBNP(1-108) reconnaissant 
de fagon specifique la sequence Y 70 TLRAPR 76 S 77 PKMVQGSGe 5 , la sequence 
Y7oTLRAPR76 S 77 PKMVQGS 8 4 et/ou la sequence RAPR^P du proBNP(1- 
108) a Inclusion substantielle des peptides BNP(1-76) et BNP(77-108), et 
ayant la capacite de reconnaitre specifiquement le proBNP(1-108) circulant 
dans des echantillons seriques ou piasmatiques humains, procede dans lequel 
on immunise un animal avec un peptide tel que defini dans I'une des 
revendications 16 a 22, 

et, eventuellement, on epuise, a I'aide du peptide BNP(77-108) et/ou du 
peptide BNP(1-76), I'antiserum obtenu. 

24. Procede d'obtention d'hybridome secreteur d'un anticorps anti 
proBNP<1-108), reconnaissant de fagon specifique la sequence 
Y 70 TLRAPR 76 S 77 PKMVQGSG 85 , ia sequence Y 7 oTLRAPR 7 6S77PKMVQGS 8 4 

et/ou la sequence RAPR 76 S 77 P du proBNP(1-108) a I'exclusion 
substantielle des peptides BNP{1-76) et BNP{77-108), et ayant la capacite de 
reconnaitre specifiquement le proBNP{1-108) circulant dans des echantillons 
seriques ou piasmatiques humains, procede dans lequel on immunise un 
animal avec un peptide te! que defini dans I'une des revendications 16 a 22, 

on preieve des lymphocytes secreteurs d'immunoglobulines de cet 
animal, 

et on procede a une fusion des lymphocytes avec des cellules de 
myelome pour obtenir au moins un hybridome secreteur d'immunoglobuline. 

25. Anticorps anti proBNP(1-108), caracterise en ce qu'il est obtenu par 
un procede selon la revendication 23. 

26. Anticorps anti proBNP(1-108) selon la revendication 25, qui 
reconnalt de fagon specifique la sequence Y 70 TLRAPR 76 S 77 PKMVQGSG B5 ou 
la sequence YjoTLRAPRyeSryPKMVQGS^ du proBNP(1-108). 



27. Hybridome susceptible d'etre produit par le procede selon la 
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revendication 24. 

28. Anticoips monoclonal anti proBNP(1-108) secrete par un hybridor 
selon la revendication 27. 

29. Anticorps monoclonal anti proBNP(1-108) selon la revendication 2 
secrete par I'hybridome 3D4 depose a la CNCM sous le N°CNCM I-3073. 



30. Methode de diagnostic in vitro de I'insuffisance cardiaque chez un 
humain comprenant la mise en contact d'un echantillon biologique avec un 
anticorps anti proBNP(1-108) te! que defini dans Tune quelconque des 
revendlcations 25, 26, 28, et 29, et la detection du proBNP(1-108) dans 
l'echantillon. 

31. Methode de diagnostic in vitro de I'insuffisance cardiaque chez un 
humain comprenant : 

a) la mise en contact d'un echantillon biologique avec un anticorps anti 
proBNP(1-108) tel que defini a I'une des revendications 25, 26, 28, et 29, 

b) I'incubation du melange dans des conditions permettant la formation 
de complexes antigenes-anticorps ; et 

c) la revelation des complexes antigenes-anticorps formes, 
eventuellement a I'aide d'un anticorps de detection, marque, capable de se Her 
specifiquement au proBNP(1-108) present dans le premier complexe, ou a 
I'aide d'un antigene de detection, marque, capable de se Her a i'anticorps dirige 
contre ledit proBNP{1-108) present dans le premier complexe. 

32. Methode de diagnostic selon la revendication 31 qui comprend en 
plus une etape d) de correlation de la quantite des complexes antigenes- 
anticorps reveles a I'etat clinique du sujet. 
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33. Trousse de detection du proBNP(1-108) dans un echantillon 
biologique, contenant au moins un anticorps tel que defini dans ['une des 
revendications 25, 26, 28, et 29. 

34. Trousse de detection du proBNP(1-108) dans un echantillon 
biologique, contenant, comme etalon et/ou temoin, au moins un peptide tel que 
defini dans Tune des revendications 16 a 22. 

35. Trousse de detection du proBNP(1-108) dans un echantillon 
biologique, contenant : 

- dans un recipient, au moins un anticorps tel que defini dans Tune 
des revendications 25, 26, 28, et 29; 

- dans un autre recipent au moins un peptide tel que defini dans I'une 
des revendications 16 a 22. 
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SEQUENCE LISTING 



<110s» BIO-RAD PASTEUR 

cms 

University de Montpellier 

<120> Anticorps specif iques pour le diagnostic de 1 • insuf fisance cardiague 

<130> BET 03P0750 

<150> FR 0210063 

<1S1> 2002-08-07 

<160> 124 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 108 

<212> PR.T 

<213> Homo sapiens : proBNP (1-108) 



<400> 



1 



His Pro Leu 
i 



Gly Ser Pro Gly Ser Ala Ser Asp Leu Glu 
5 10 



Thr Ser Gly 
15 



Leu Gin Glu 



Gin Arg Asn His Leu Gin Gly Lys Leu ser 
20 25 



Glu Leu Gin 
30 



Val Glu Gin 
35 



Thr Ser Leu Glu Pro Leu Gin Glu Ser Pro 
40 45 



Arg Pro Thr 



Gly Val Trp 
50 



Lys Ser Arg Glu Val Ala Ihr Glu Gly He 
55 60 



Arg Gly His 
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Arg Lys Met Val Leu Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met 



Val Gin Gly ser Gly Cys Phe Gly Arg Lys Met Asp Arg lie Ser Ser 



Ser Ser Gly Leu Gly Cys Lys Val Leu Arg Arg His 
100 105 



<210> 2 
<211> 32 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens : praBNP (77-103 ) 
<400> 2 

Ser Pro Lys Met Val Gin Gly Ser Gly Cys Phe Gly Arg Lys Met Asp 



Arg lie Ser Ser Ser Ser Gly Leu Gly Cys Lys Val Leu Arg Arg His 
20 25 3D 



<210> 3 

<211> 76 

<.2X2> PRT 

<213> Homo sapiens : proBNP(l-76) 

<400> 3 

His Pro Leu Gly Ser Pro Gly Ser Ala Ser Asp Leu Glu Thr Ser Gly 
1 5 10 15 

Leu Gin Glu Gin Arg Asn His Leu Gin Gly Lys Leu Ser Glu Leu Gin 
20 25 30 

Val Glu Gin Thr Ser Leu Glu Pro Leu Gin Glu Ser Pro Arg Pro Thr 
35 40 45 

Gly Val Trp Lys Ser Arg Glu Val Ala Thr Glu Gly lie Arg Gly His 
50 55 SO 

Arg Lys Met Val Leu Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg 
2/36 
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65 70 75 

<210i 4 

<211> IS 

<212> PRT 

<211> Sequence artificielle t proBNP(7D-85) 



<400> 4 

Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Gly Ser Gly 
1 5 10 15 



<210> 5 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : proBNP (73-78) 

<400> 5 

Arg Ala Pro Arg Ser Pro 
1 5 

<210> 6 

<2X1> 8 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle ; peptide 



Cys Gly Arg Ala Pro Arg Ser Pro 
1 5 

<210> 7 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
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<220> 

<221> MOD__RES 
<X11> (1) . . (1) 
<223> ACETYLATION 



Cys Gly Arg Ala Pro Arg Ser Pro 
1 5 

<210> 8 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> S6quen.ee artificielle : peptide 

<400> a 

Cys Gly Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys 
1 S 

<210> 9 

<211> 9 

<2X2> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<220> 

c221> MOD_RES 

<222> (l)-.(l) 

<223> ACETYLATION 

<400> 9 

Cys Gly Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys 
1 5 

<210> 10 

<211> 11 
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<212> PRT 

<213> Sequence artlficielle : peptide 
<400> 10 

Cys Gly Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val 
15 10 

<210> 11 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400* 11 

Cys Gly Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Gly Ser Gly 
15 10 15 

<210> 12 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 

<400> 12 

Arg Ala Pro Arg Ser Pro Gly Cys 
1 5 

<210> 13 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle ; peptide 
<220> 

<221> M0D_RBS 

<222> (!)..(!) 
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<223> ACETYLATION 

<400> 13 

Arg Ala Pro Arg Ser Pro Gly Cys 

1 5 

<210* 14 

<211> 11 

<212s> PET 

<213> Sequence artif icielle : peptide 
<220> 

<221> MOD_RBS 

<222> (1)..(1) 

<223> ACETYLATION 

<400> 14 

Cys Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys 

1 5 10 

<210> 15 

<211> 17 

<212> PET 

<213> Sequence artif icielle : peptide 

<400> 15 

Cys His Arg Lys Met Val Leu Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg ser Pro 

1 5 10 15 

Lys 

<210s> 16 

<211> 17 

<212>, PE.T 
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<400> 16 

Cys Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lye Met Val Gin Gly Ser ' 
15 io is 

Gly 

<210i 17 

<211> 17 

<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle : peptide 

<400> 17 

Cys Phe Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Gly Ser 
1 5 10 15 

Gly 

<210> 18 
<211> 17 
<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle : peptide 
<400> 18 

Cys Phe Ser lie Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Gly Ser 
15 io 15 

Gly 

<210> 19 

<211> 17 

<212> PRT 
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<220> 

<221> MODJRES 

<222> (17).. (17) 

<223> bAla 

<400> 19 

Cys Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Gly Ser 
15 10 15 

Ala 

<210> 20 

<211> 17 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<220> 

<221> MOD_RES 

<222> (17).. (17) 

<223> bAla 

<400> 20 

Cys Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Ala Thr 
IS 10 is 

Ala 

<210> 21 

<211> 17 

<212> PET 

<213> Sequence artificielle : peptide 
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c220> 

<221> MOD_RES 

<222> (17).. (17) 

<223> bAla 

<400> 21 

Cys Phe Ser lie Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Ala Thr 
15 ID 15 

Ala 

<210> 22 
<211> 17 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> 22 

Cys Phe Ser lie Arg Ala Pro Arg Ser Pro Ala Leu Ala Ser Gly Thr 
15 10 15 

Ala 

<210? 23 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> se'queaae artificielle peptide 

<400> 23 

His Pro Leu Gly Ser Pro Gly Ser Ala Ser Asp Leu Glu. Thr Ser 
1 5 10 15 

<210> 24 
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<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle ; peptide 
<400> 24 

Gly Ser Pro Sly Ser Ala Ser Asp Leu Glu Thr Ser Gly Leu Gin 
15 10 15 

<210> 25 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> 25 

Gly Ser Ala Ser Asp Levi Glu Thr Ser Gly Leu Gin Glu Gin Arg 
15 10 15 

<210> 26 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 

<400> 26 

Ser Asp Leu Glu Thr Ser Gly Leu Gin Glu Gin Arg Asn His Leu 
1 5 10 " 15 

<210> 27 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400? 27 

Glu Thr Ser Gly Leu Gin Glu Gin Arg Asn His Leu Glh Gly Lys 



10/36 



WO 2004/014952 PCT/FR2003/002483 

<210> 28 

<211> 15 

<212> PUT 

<213> Sequence artif icielle : peptide 



Gly Leu Gin Glu Gin Arg Asn His Leu Sin 61 y Lys Leu Ser Glu 
IS 10 15 



<210> 29 
<211> 15 
<212> PET 

<213> Sequence artif icielle : peptide 
<400> 29 

Glu Gin Arg Asn His Leu Gin Gly Lys Leu Ser Glu Leu Gin Val 
15 10 15 

<210> 30 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> sequence artif icielle : peptide 
<400> 30 

Asn His Leu Gin Gly Lys Leu Ser Glu Leu Gin Val Glu Gin Ttar 
15 10 15 

<210> 31 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle peptide 
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Gin Sly Lys Leu ser Glu Leu Gin Val Glu Gin Thr Ser Leu Glu 
15 10 15 

<210> 32 

<211> 15 

<212> PET 

<213> Sequence artificielle : peptide 



<400> 32 

Leu Ser Glu Leu Gin Val Glu Gin Thr Ser Leu Glu Pro Leu Gin 
1 5 10 15 



<210> 3 3 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> 33 

Leu Gin Val Glu Gin Thr Ser Leu Glu Pro Leu Gin Glu Ser Pro- 
15 10 15 

<21Q> 34 
■;211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> 34 

Glu Gin Thr Ser Leu Glu Pro Leu Gin Glu Ser Pro Arg Pro Thr 
15 10 15 

<210> 35 

<211> 15 

<;212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
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<400> 35 

Ser Leu Glu Pro Leu Gin Glu Ser Pro Arg Pro Thr Gly Val Trp 
15 io i 5 



<210> 36 

<211> 15 

<212i> PRT 

<213> sequence artificielle : peptide 

<400> 36 

Pro Leu Gin Glu Ser Pro Arg Pro Thr Gly Val Trp Lys Ser Arg 
1 5 io is 

<210> 37 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 

<400> 37 

Glu Ser Pro Arg Pro Thr Gly Val Trp Lys Ser Arg Glu Val Ala 
1 5 id is 

<210> 38 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle ; peptide 
<400> 38 

Arg Pro Thr Gly Val Trp Lys Ser Arg Glu Val Ala Thr Glu Gly 
15 io 15 

^210> 39 
<211> 15 
<212> PRT 



13/36 



WO 2004/014952 

<213> Sequence artlf icielle : peptide 



PCT/FR2003/002483 



Gly Val Trp Lys Ser Arg Glu Val Ala Thr Glu Gly He Arg Gly 
1 5 io 15 



<:210> 40 

<211> IS 

<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle : peptide 



Lys Ser Arg Glu Val Ala Thr Glu Gly lie Arg Gly His Arg Ly B 
1 5 io * 15 



<210> 41 

<211> . 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle : peptide 

<400> 41 

Glu Val Ala Thr Glu Gly He Arg Gly His Arg Lys Met Val Leu 
1 . 5 10 15 

<210^ 42 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle : peptide 
<400> 42 

Thr Glu Gly He Arg Gly His Arg Lys Met Val Leu Tyr Thr Leu 
15 10 15 

<210> 43 
<211> 15 
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<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 



lie Arg Gly His Arg Lys Met Val Leu Tyr Thr Leu Arg Ala Pro 
15 10 15 



<210> 44 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> 44 

Hia Arg Lys Met Val Leu Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro 
15 10 15 

<210> 45 
<211> 15 
<212> PRT 

<213=> Sequence artificielle : peptide 
<400> 45 

Met Val Leu Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val 
15 10 15 

<210> 46 
<211> 15 
<212> PRT 

<213i Sequence artificielle : peptide 
<400> 46 

Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Gly Ser 
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<210> 47 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> 47 

Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Qly Ser Gly Cys Phe 
15 10 15 

<210> 48 

<211> 15 

<212> PUT 

<213> Sequence artificielle : peptide 

<400> 4fl 

Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Gly Ser Gly Cys Phe Gly Arg Lys 
1 5 10 15 

<210> 49 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 



<400> 49 

Lys Met Val Gin Gly Ser Gly Cys Phe Gly Arg Lys Met Asp Arg 
15 10 15 



<210> 50 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> 50 

Gin Gly Ser Gly Cys Phe Gly Arg Lys Met Asp Arg He Ser Ser 
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15 10 15 

<210> 51 

<2H> IS 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle s peptide 

<400> 51 

Gly Cys Phe Gly Arg Lys Met Asp Arg He Ser Ser Ser Ser Gly 
1 5 10 15 

<210> 52 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> 52 

Gly Arg Lys Met Asp Arg He Ser Ser Ser Ser Gly Leu Gly Cys 

1 5 10 15 

<210> 53 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> 53 

Met Asp Arg He Ser Ser Ser Ser Gly Leu Gly Cys Lys Val Leu 
15 10 15 

<210> 54 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
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<400> 54 

He Ser Ser Ser Ser Gly Leu Gly Cya Lys Val Leu Arg Arg His 
1 5 10 " is 

<2X0> 55 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 

<400> 55 

Ala Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Gly Ser 
1 5 10 15 

<210> 56 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle .- peptide 
<400> 56 

Tyr Ala Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Gly Ser 
15 10 15 

<210> 57 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> 57 

Tyr Thr Ala Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Gly Ser 
15 10 15 

<210> 5B 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
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<400> 58 

Tyr Thr Leu Ala Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Gly Ser 
1 5 10 15 

<210> 59 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> 59 

Tyr Thr Leu Arg Gly Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Gly Ser 
15 10 15 

<210> SO 

<211> 15 

<212> P&T 

<213> Sequence artificielle : peptide 

<400> SO 

Tyr Thr Leu Arg Ala Ala Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Gly Ser 
1 5 io i 5 

<210> 61 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 

<400> 61 

Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Ala Ser Pro Lys Met Val Gin Gly Ser 
1 5 io 15 

<210> 62 
<211> 15 
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Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ala Pro Lys Met Val Gin Gly Ser 
15 10 15 

<210> 63 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle : peptide 
<400> 63 

Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Ala Lye Met Val Gin Gly Ser 
15 10 15 

<210> 64 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 



Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Ala Met Val Gin Gly Ser 
1 5' 10 15 



<210> 65 
<211> 15 
<212> PET 

<213> Sequence artificielle i peptide 
<400> 55 

Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Ala Val Gin Gly Ssr 
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<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
olOOs. 66 

Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Ala Sin Gly Ser 
15 io 15 

<210> 67 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> 67 

Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Ala Gly Ser 
15 10 is 

<210> 68 

<211> 15 

<212=> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 

<4DD> 68 

Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Ala Ser 
1 5 io 15 

<210> 69 

<21X> IS 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 

<400> 69 

Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Gly Ala 
1 ■ 5 io 15 
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<21Q> 70 

<211> 15 

<212> PET 

<213> Sequence artif icielle : peptide 



Pro Leu Gly Ser Pro Gly Ser Ala Ser Asp Leu Glu Thr Ser Gly 
1 5 io 15 



<210> 71 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence art if icielle : peptide 



Leu Gly Ser Pro Gly ser Ala Ser. Asp Leu Glu Thr Ser Gly Leu 
1 5 io 15 



<210> 72 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle : peptide 

<400> 72 

Ser Pro Gly Ser Ala Ser Asp Leu Glu Thr Ser Gly Leu Gin Glu 
1 5 10 15 

<210> 73 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle : peptide 

<40Q> 73 
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Pro Gly Ser Ala Ser Aap Leu Glu Thr Ser Gly Leu Gin Glu Gin 
1 5 10 15 



<210> 74 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 



Ser Ala Ser Asp Leu Glu Thr Ser Gly Leu Gin Glu Gin Arg Asn 
1 5 10 15 



<210i 75 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> 75 

Ala Ser Asp Leu Glu Thr Ser Gly Leu Gin Glu Gin Arg Asn His 
15 10 is 

<210> 7S 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 

<:400> 76 

Ser Asp Leu Glu Thr Ser Gly Leu Gin Glu Gin Arg Asn His Leu 
1 5 10 " 15 

<210> 77 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
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Asp Leu Glu Tfax Ser Gly Leu Gin Glu Gin Arg Asn His Leu Gin 
1 5 10 15 



<210> 78 

<211> IB 

<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle : peptide 



ieu Glu Thr Ser Gly Leu Gin Glu Gin Arg Asn His Leu Gin Gly 
15 10 15 



<210> 79 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence art if icielle : peptide 

<400> 79 

Leu Gin Glu Gin Arg Asn Hie Leu Gin Gly Lys Leu Ser Glu Leu 
1 5 10 15 

<210> 80 
<211> IS 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> 80 

Gin Glu Gin Arg Asn His Leu Gin Gly Lys Leu Ser Gin Leu Gin 
15 10 15 

<210> 81 
<211> 15 
<212> PRT 
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<213> Sequence artificielle : peptide 



<400> 81 

Gin Arg Asn His Leu Gin Gly Lys Leu Ser Glu Leu Gin Val Glu 
15 10 15 



<210> 82 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> 82 

Arg Asn His Leu Gin Gly Lys Leu Ser Glu Leu Gin Val Glu Gin 

15 10 15 

<210> 83 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> 83 

His Leu Gin Gly Lys Leu Ser Glu Leu Gin Val Glu Gin Thr Ser 
15 10 15 

<210> 84 
<211i 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 

<400> 84 

Leu Gin Gly Lys Leu Ser Glu Leu Gin Val Glu Gin Thr Ser Leu 
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<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 



Gin Gly Lys Leu Ser Glu. Leu Gin Val Glu Gin Thr Ser Leu Glu 
15 10 15 



<210> B6 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 



Gly Lys Leu Ser Glu Leu Gin Val Glu Gin Thr Ser Leu Glu Pro 
15 10 15 



<210> 87 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 



Lys Leu Ser Glu Leu Gin Val Glu Gin Thr Ser Leu Glu Pro Leu 
15 10 15 



<210> 88 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle i peptide 



<4oo> as 



Leu Glu Pro Leu Gin Glu Ser Pro Arg Pro Thr Gly Val Trp Lyes 
15 10 15 
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<210> 89 
<211> 15 
<212> PRT 



<213> Sequence artificielle : peptide 



<400> 89 

Glu Pro Leu Gin Glu Ser Pro Arg Pro Thr Gly Val Trp Lys Ser 
15 10 IS 



<210> 90 
<211> 15 
<212> PRT 

<213s> Sequence artificielle : peptide 

<400> 90 

Pro Leu Gin Glu Ser Pro Arg Pro Thr Gly Val Trp Lys Ser Arg 
15 10 15 

<210> 91 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 

«400> 91 

Leu Gin Glu Ser Pro Arg Pro Thr Gly Val Trp Lys Ser Arg Glu . 
1 5 10 * 15 

<210> 92 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
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' Wtiia aer Pro Arg Pro Thr Gly Val Trp Lys Ser Arg Slu Val 
15 10 15 

<210> 93 
<211s 15 
<212> PR.T 

<213> sequence artificielle : peptide 
<400> 93 

Ola Ser Pro Arg Pro Thr Gly Val Trp Lys Ser Arg Glu Val Ala 

<210> 94 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> 94 

Ser Pro Arg Pro Thr Gly Val Trp Lye Ser Arg Glu Val Ala Thr 
5 10 15 

<210> 95 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle : peptide 



Pro Arg Pro Thr Gly Val Trp Lys Ser Arg Glu Val Ala Thr Glu 

<210> 96 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
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<400> 96 

Pro Thr Gly Val Trp Lys Ser Arg Glu Val Ala Thr Glu Gly lie 

<210> 97 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 



Thr Gly Val Trp Lys Ser Arg Glu Val Ala Thr Glu Gly lie Arg 
1 5 io 15 



<210> 98 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 



lie Arg Gly His Arg Lys Met Val Leu Tyr Thr Leu Arg Ala Pro 
1 5 10 15 



<210> 99 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 

<400> 99 

Arg Gly His Arg Lys Met Val Leu Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg 
1 5 10 is 

<21Q> 100 

<211> 15 

<212> PRT 
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PCT/FR2003/002483 



<400> 100 

Gly His Arg Lys Met Val Leu Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser 
1 5 10 15 



<210> 101 
<211s> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle : peptide 
<400> 101 

Arg Lys Met Val Leu Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys 
15 10 15 

<210> 102 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle : peptide 
<400> 102 

Lys Met Val Leu Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met 
15 10 15 

<210> 103 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle : peptide 

<400> 103 

Val Leu Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin 
1 5 10 15 

<210> 104 
<211> 35 
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<=213> Sequence artificielle : peptide 
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<4Q0> 104 

Ser Pro Lys Met Val Gin Gly Ser Gly Cys Phe Gly Arg Lys Met Asp 
Arg lie Ser Ser Ser Ser Gly Leu Gly Cys Lys Val Leu Arg Arg His 



Lys Lys Lye 
35 



<210> 105 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 

<400> 105 

Ser Pro Lys Met Val Gin Gly Ser Gly Cys 
1 5 .10 

<210> 105 

<211s. 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 

<400> 106 

Arg Lys Met Val Leu Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg 
1 5 10 

<210> 107 

<211> 13 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
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His Arg Lys Met Val Leu Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Ara 
1 5 10 

<210> 108 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 



Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Gly Ser 
5 ^0 15 

<210> 109 
<211> 16 
<212> prt 

<213> Sequence artificielle : peptide 



<400> 109 




Ser 



<210> 110 

<211> 11 

<212> PUT 

<213> Sequence artificielle • peptide 



«&00> 110 




<210> 111 
<211> 13 
c212> PRT 
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<400> in 



Cys Tyr Thr Leu Arg Ala Pro Arg ser Pro Lys Met Val 

- 1 5 t r, 



10 



<210> 



112 



<211> 



14 



<212> 



Sequence artifioielle : peptide 



<210> 113 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Sequence artifioielle : peptide 

<400> 113 



<210> 114 

<2ll> 13 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<220> 

<221> MOD_RES 

<222> (1)..(1) 

<223> ACETYLATIOET 



<400> 



112 




10 
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<400> 114 

Cys Thr Leu Arg Al a Pro Arg Ser Pro Ly 5 Met Val Gin 
5 10 

<210> us 
<211> 14 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> 115 

Cys Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Gly 
5 10 

<210> 116 
<211> 15 
<212> PK.T 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> 116 

Cys Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Gly Ser 
5 10 15 

<210> 117 
<211> 16 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 



Cys Thr Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lye Met Val Gin Gly Ser Gly 



<210> 118 
<211> 11 
<212> PRT 
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<400> ne 

Cys Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val 
1 5 10 

<210> 119 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> lis 

cys Leu Arg Ala Pro Arg ser Pro Lys Met Val Gin 
15 10 

<210> 120 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 

<400> 120 

Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Cys 
1 5 10 

<210> 121 
<211> 14 
<212> PRT 

<2li> Sequence artificielle : peptide 
<400> 121 

Cys Leu Arg Ala Pre Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Gly Ser 

1 K - „ J 



<210> 122 



WO 2004/014952 PCT/FR2003/002483 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> 122 

Cys Leu Arg Ala Pro Arg Ser Pro Lys Met Val Gin Qly Ser Sly 
15 10 15 

<210> 123 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 
<400> 123 

Leu Gin Glu Gin Arg Asn His Leu Gin Gly Lys 
15 10 

<210> 124 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle : peptide 

<40Q> 124 

Leu Glu Pro Leu Gin Glu Ser Pro Arg Pro Thx Gly 
1 5 10 
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